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Résumé 
Les Leucémies Aigües Myéloides (LAM) représentent un groupe hétérogène d’hémopathies clonales 
caractérisées par un blocage de la différenciation du à des remaniements des facteurs de transcription, et par une 
prolifération incontrôlée de cellules leucémiques secondaires à l’activation abérrante de protéines clés de 
transmission des signaux. La voie de signalisation mTOR/S6K/4E-BP1, qui contrôle la traduction protéique, la 
prolifération, la croissance et l’apoptose, est activée constitutivement dans environ 70% des échantillons 
primaires de LAM. L’objectif de ce travail a été d’une part de caractériser les mécanismes moléculaires 
susceptibles de contribuer à l’activation aberrante de ce relais de signalisation et d’autre part d’étudier 
l’implication des tyrosines kinases dans les LAM. En comparaison des progéniteurs hématopoïétiques normaux 
de phénotype CD34+, nous avons démontré que les kinases de la famille Src (SFKs), particulièrement Lyn, sont 
constitutivement activées dans tous les échantillons primaires de LAM, y compris dans la fraction minoritaire 
CD34+ CD38- CD123+ enrichie en cellules souches leucémiques. L’utilisation d’un inhibiteur pharmacologique 
et d’un siRNA dirigé spécifiquement contre Lyn dans des cellules primaires de LAM a permis de démontrer que 
Lyn joue un rôle critique dans la physiopathologie des LAM, et régule notamment l’activité de la voie 
mTOR/S6K/4E-BP1. Ces travaux placent donc Lyn comme nouvelle cible thérapeutique potentielle dans le 
traitement des LAM. Nous avons également étudié l’implication possible de certaines voies de survie pouvant 
être à l’origine de l’activation de mTOR dans les cellules leucémiques, notamment la voie PI3K/Akt comme cela 
est bien documenté dans les tumeurs solides. A la différence des progéniteurs normaux, cette voie est 
anormalement activée dans les LAM comme l’attestent le taux anormalement élevé des produits de la PI3K ainsi 
que le statut de phosphorylation de la kinase Akt sur la thréonine 308 (Thr 308) et sur la sérine 473 (Ser 473). 
Toutefois, le niveau de phosphorylation sur ces deux sites est variable selon les échantillons, et nous avons pu 
mettre en évidence que l’intensité de phosphorylation de la Thr 308 est significativement corrélée à un pronostic 
péjoratif associé aux LAM présentant un caryotype complexe à haut risque cytogénétique. D’un point de vue 
moléculaire, le fort niveau de p-Thr 308 chez ces patients n’est pas du à des mutations du domaine PH d’Akt ni à 
un défaut d’expression/ phosphorylation du régulateur négatif PTEN, mais est corrélé à une diminution de 
l’activité phosphatase de PP2A. L’utilisation d’un nouvel inhibiteur allostérique d’Akt, Akti-1/2, affecte la 
prolifération, le pouvoir clonogène et induit l’apoptose chez les patients de haut risque cytogénétique, suggérant 
qu’Akt représente une cible pharmacologique d’intérêt dans ce sous-groupe de LAM. Nous avons également 
évalué l’intérêt du Dasatinib, inhibiteur de Bcr-Abl, mais aussi les SFKs et c-Kit, dans les LAM à CBF (Core 
Binding Factor). Les LAM à CBF représentent un modèle de leucémogénèse en deux étapes avec un 
remaniement des facteurs transcriptionnels et une fréquence élevée de mutations du récepteur c-Kit associées à 
un mauvais pronostic. Nos résultats démontrent que le Dasatinib inhibe très efficacement le profil élevé de 
tyrosine phosphorylation dans les cellules primaires comme dans la lignée Kasumi-1 représentative des LAM à 
CBF. De plus, ce composé bloque à faible dose la prolifération, la signalisation dépendante de c-Kit et le pouvoir 
clonogène des cellules Kasumi-1 à des doses où il inhibe c-Kit sans affecter les SFKs. Enfin, le Dasatinib lève la 
résistance des cellules Kasumi-1 à l’apoptose induite par la DNR lorsqu’elles sont mises en adhésion sur matrice 
de Fibronectine. L’ensemble de ces résultats caractérise le rôle essentiel de Lyn dans la biologie des LAM et 
ouvre de nouvelles perspectives thérapeutiques via le ciblage pharmacologique de Lyn, de la voie Akt dans les 
LAM à cytogénétique complexe et de c-Kit dans les LAM à CBF.
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Abstract 
Acute Myeloid Leukemia (AML) is a clonal hematopoietic disorder characterized by an accumulation of 
immature leukemic cells an by a block in differentiation. The molecular basis of AML is thougt to arise at the 
hematopoietic stem or committed progenitors level by the acquisition of at least two types of crucial cooperating 
mutations. Class I mutations, affecting receptor tyrosine kinases and key components of signalling pathways, 
conferring growth and proliferative advantages, are associated with class II mutations affecting transcription 
factors, leading to impaired normal differentiation program. The signalling pathway mTOR/S6K/4E-BP1, 
involved in the control of translation, growth and apoptosis, is found constitutively activated in about 70% of 
primary leukemic samples. The aim of this study was first to characterize the molecular mechanism of this 
constitutive activation patwhay and second to check tyrosine kinases involvement in AML. Compared to normal 
hematopoietic progenitors CD34+, we have shown that Src kinases family members (SFKs), especially Lyn, are 
constitutively overactivated in all primary leukemic samples tested, including the small contingent of CD34+ 
CD38- CD123+ cells which is thought to be the leukemic stem cell compartment. By using pharmacological and 
siRNA approaches, we were able to demonstrate that Lyn plays a major role in the AML pathophysiology, at 
least by regulating the mTOR/S6K/4E-BP1pathway activity. This work establish Lyn kinase as a relevant new 
therapeutic target in the treatment of AML. Then, we assessed  the putative implication of several transduction 
pathways acting upstream of mTOR in AML, especially the PI3K/Akt patway as it has been largely described in 
solid tumors. Compared to normal hematopoietic progenitors, the PI3K/Akt pathway is strongly activated in 
AML as we found a high level of the PI3K products and the phosphorylation status of Akt on both threonine 308 
(Thr 308) and serine 473 (Ser 473) residues. Although the level of both phosphorylations site is quite variable 
among leukemic samples, we have shown that the level of Thr 308 phosphorylation status is significantly 
correlated with an adverse prognosis (patients sharing a high risk and complex cytogenetics). In a molecular 
point of view, the high level of p-Thr 308 phosphorylation was not due to PH domain mutations of Akt, nor  to 
underexpression and/ or phosphorylation of the negative regulator PTEN, but correlated with a decrease of the 
PP2A activity. In addition, we observed that a new allosteric pharmacological Akt inhibitor, Akti-1/2, inhibits 
proliferation, clonogenic properties and induces apoptosis in high risk cytogenetics patients, suggesting that Akt 
may represent a new potential therapeutic target in the treatment of this AML sub-group. Finally, we have 
studied the effect of Dasatinib, a new Bcr-Abl, SFKs and c-Kit inhibitor, in Core Binding Factor (CBF) 
leukemia. CBF AML is a two steps leukemogenesis model characterized by translocations involving 
transcription factors and elevated frequence of c-Kit mutations associated with poor prognosis. We have shown 
that Dasatinib efficiently inhibits the high level of global tyrosine phosphorylation in primary cells and in CBF 
AML leukemia cell line Kasumi-1. In addtion, weak doses of this compound, ineffecient against SFKs, inhibit 
proliferation, c-Kit dependent signalling and clonogenic properties of the Kasumi-1 cell line. Finally, after 
adhesion of Kasumi-1 cells on fibronectin matrix, we have demonstrated that Dasatinib inhibits daunorubicin 
drug resistance. Overall, all these results underline the essential role of Lyn kinase in AML biology, opening 
new therapeutical perspectives via the pharmacological targeting of Lyn, of the PI3K/Akt pathway in high risk 
cytogenetics and also c-Kit receptor in CBF AML. 
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Abréviations 
 
Ang-1 : Angiopoïétine-1 
APC : Adematous Polyposis Coli 
ATM : Ataxia Telangiectasia Mutated 
BMP : Bone Morphogenic Proteins 
BMPR : Bone Morphogenic Protein Receptor  
BMPRIA : Bone Morphogenic Protein Receptor Type IA 
CAM-DR : Cell Adhesion Mediated-Drug Resitance   
CDK : Cyclin-Dependent Kinase 
CFU-GM : Colony Forming Unit-Granulocyte Macrophage 
CFU-S : colony forming unit-spleen 
CK : Caséine Kinase  
CKI : Cyclin kinase inhibitor 
CLP : Common Lymphoid Progenitor 
CMF : Cytométrie en flux 
CMP : Common Myeloid Progenitor 
CSH : Cellule Souche Hématopoïétique 
CSL : Cellule Souche Leucémique 
LT-HSC: CSH à long terme 
ST-HSC : CSH à court terme 
CSM : Cellule Souche Mésenchymateuse 
DISC : Death-Inducing Signaling Complex 
Dkk : Dickkopf  
DNR : Daunorubicin  
Dsh : Dishevelled 
E-cadhérine : cadhérine épithéliale 
EGF : Epidermal Growth Factor 
ERK : Extracellular Signal-Regulated Kinase 
FAB : French-American-British  
FAK : focal adhesion kinase 
FC: Facteurs de Croissance 
FERM : protein 4.1, Ezrin, Radixin and Moesin homology 
FLT3-L : FLT3- ligand 
FN: Fibronectine 
FOXO ou FoxO : Forkhead box subgroup O 
FRNK : FAK-related non-kinase  
FT: Facteurs de Transcription 
Fzl-R : récepteur Frizzled  
G-CSF : Granulocyte-Colony Stimulating Factor 
GEF : Guanine Nucleotide-Exchange Factor 
GM-CSF : Granulocyte Macrophage-colony-stimulating factor  
GMP : Progéniteur des Granulocytes-Macrophages 
GRB2 : Growth-Factor-Receptor-Bound-2 
GSK3 : Glycogen Synthase Kinase 3  
HDAC : Histone Deacetylase 
Hh : Hedgehog 
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HoxB4 : Homeo Box B4 
ICAM : Intercellular Cell Adhesion Molecule 
IGF-1/2 : Insuline-Like Growth Factor 1/2 
IL : Interleukine 
ILK : Integrin-Linked Kinase 
IRS : Insulin Receptor Substrate 
JNK : Jun amino-terminal kinase 
LAL : Leucémie Aigüe Lymphoblastique  
LAM : Leucémie Aiguë Myéloïde 
LEF/TCF : Lymphocyte Enhancer factor/T cell factor 
LFA-1 : Lymphocyte Function-Associated Antigen-1 
LIF : Leukemia Inhibitory Factor 
LLC : Leucémie Lymphoïde Chronique 
LMC : Leucémie Myéloïde Chronique 
LPA : Lysophosphatidic Acid 
LRP5-LRP6 : Lipoprotein Related-Receptor Proteins 5 and 6 
LSK : Lin- Sca1+ c-Kit+ 
M-CSF : Monocyte-Colony Stimulating Factor  
MAPK : Mitogen Activated Protein Kinase  
MEC : Matrice Extracellulaire 
MEP : Progéniteur des Mégacaryocytes et des Erythrocytes 
MO : Moelle Osseuse 
MPP : Progéniteurs multipotents 
NES : Nuclear Export Sequence 
NFκB : Nuclear Factor κ B 
NK : Natural Killer  
NLS : nuclear localization sequence 
NOD-SCID : Non Obese Diabetic -Severe Combined ImmunoDeficiency  
TKNR : protéine Tyrosine Kinase Non Récepteur 
PDK : 3’-Phosphoinositide-Dependent Kinase 
PI3K : phosphoinositide-3 kinase 
PKB :  Protein Kinase B ou Akt 
PP2A : Protein Phosphatases 2A 
Ppg : P-glycoprotein-P 
PTEN : Phosphatase and Tensin Homologue deleted chromosome 10 
PTP : protéines tyrosine phosphatases 
ROS : Reactive Oxygen Species  
RTK : Récepteur à activité Tyrosine Kinase 
SAPK : Stress-Activated Protein Kinase  
SCF : Stem Cell Factor 
SDF-1 : Stromal-cell-Derived Factor 1  
Ser : Sérine 
SFK : Src-Family Kinases   
sFRP : secreted Frizzled Related Protein 
SH2 : Src-Homology-2 
SH3 : Src-Homology-3 
SHP-1/2 : Src-Homology-1/2 
SHIP : Src-Homology- 
Shh : Sonic hedgehog 
siRNA : small interfering RNA 
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SOS : Son-Of-Sevenless 
STAT : Signal Transducers and Activator of Trancscription 
TCF/LEF : T cell factor / Lymphocyte-Enhancer-binding Factor 
TGFβ : Transforming Growth Factor-β  
Thr : Thréonine 
TNF : Tumor Necrosis Factor 
TK : Tyrosine Kinases 
TKNR : Tyrosine Kinases Non Réceptrices 
P-Tyr : phosphorylation sur tyrosine 
VCAM : Vascular Cell Adhesion Molecule 
VEGF : Vascular Endothelial Growth Factor  
VLA : Very Late Antigen  
Wnt : Wingless 
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Chapitre I : Synthèse bibliographique 
 
A. Les Leucémies Aiguës Myéloïdes 
1. Généralités  
 Les Leucémies Aiguës Myéloïdes (LAM) représentent un groupe hétérogène 
d’hémopathies malignes caractérisées par une prolifération monoclonale de progéniteurs 
hématopoïétiques et par une insuffisance médullaire. Malgré une apparente uniformité, 
l’hématopoïèse leucémique conserve des caractéristiques comparables à celle de 
l’hématopoïèse normale. Le clone leucémique est en effet organisé de façon hiérarchique en 
trois compartiments distincts : (i) un compartiment minoritaire de cellules souches 
leucémiques (CSL) de phénotype immature (CD34+ CD38- CD123+), résistantes aux agents 
de chimiothérapie, pour la plupart quiescentes mais capables d’auto-renouvellement ou 
d’engagement dans un processus de prolifération/maturation ; (ii) un compartiment plus 
mature de progéniteurs leucémiques (CFU-L pour colony forming unit-leukemia) ayant perdu 
des capacités d’auto-renouvellement mais ayant des propriétés clonogènes et de 
différenciation limitée ; (iii) un compartiment majoritaire de cellules leucémiques ayant des 
capacités de différenciation limitée à un stade donné de différenciation granulo-monocytaire. 
L’hématopoïèse leucémique est associée à une inhibition de l’hématopoïèse normale par des 
mécanismes encore mal connus et qui conduisent à un état d’insuffisance médullaire majeure 
avec neutropénie, thrombopénie et anémie, participant à la gravité de cette maladie. Malgré de 
récents progrés, le traitement des LAM reste insatisfaisant puisque la probabilité de survie 
sans maladie à 5 ans est inférieure à 50% chez l’adulte jeune et à 20% chez les sujets de plus 
de 60 ans, soulignant donc la nécessité de nouvelles approches thérapeutiques plus 
spécifiques (Tallman et al., 2005).  
D’un point de vue moléculaire, le phénotype leucémique est conféré à une cellule souche 
hématopoïétique normale ou à un progéniteur myéloïde engagé dans un processus de 
maturation mais ayant réacquis des propriétés d’auto-renouvellement, par l’acquisition d’au 
moins deux événements mutationnels cruciaux  selon la théorie du « two hit model ».  
Toutefois, ce modèle n’intègre pas d’autres caractéristiques des processus néoplasiques 
comme l’instabilité génétique, l’échappement à la réponse immune, la néo-angiogenèse ou le 
rôle du microenvironnement dans le processus de leucémogenèse ainsi que dans la résistance 
aux agents génotoxiques (bMatsunaga et al., 2008; Matsunaga et al., 2003; Williams et al., 
2006).  
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2. Facteurs de risques, classification et diagnostic 
2.1. Facteurs de risques 
Les LAM sont les plus communes des Leucémies Myéloïdes chez l’adulte (80%), 
notamment avec une prévalence variant de 3,8 à 17,9 pour 100 000 cas pour des patients âgés 
de 65 ans et plus. Cette pathologie touche principalement le sujet âgé, avec un age médian au 
diagnostic d’approximativement 68 ans, et son incidence augmente significativement avec 
l’âge (Speck and Gilliland, 2002) (Tsimberidou et al., 2006). Bien que l’origine exacte de la 
maladie reste encore inconnue, plusieurs facteurs sociaux/environnementaux semblent 
influencer le processus de leucémogenèse.  
• les facteurs génétiques. Ce sont des désordres congénitaux prédisposant les individus à 
la survenue d’une LAM. On retiendra par exemple la trisomie 21, l’anémie de Fanconi 
ou le syndrome de Bloom.  
• l’exposition chronique à des toxiques tels que le benzène, les solvants organiques ou 
les radiations ionisantes augmentent la fréquence d’apparition des LAM. A titre 
d’exemple, les travaux de Kane ont démontré sur une cohorte anglaise de 807 malades 
que le benzène contenu dans la fumée de cigarette augmente de 1,2 à 2,3 fois le risque 
de développer une LAM, avec une incidence accrue pour les fumeurs de longue date 
(Kane et al., 1999).  
• la chimiothérapie anticancéreuse. Environ 10% des patients initialement traités par 
chimiothérapie pour une tumeur solide développent une LAM secondaire. Ainsi, on 
distingue 2 grands types de LAM secondaire : celles survenant 5 à 7 ans après 
exposition aux agents alkylants (cisplatine, alkylants) et celles survenant 2 à 3 ans post 
traitement aux agents inhibant la topoisomérase II (étoposide ou anthracyclines 
comme la doxorubicine, la daunorobucine et la mitoxantrone). 
• les maladies préleucémiques. Certains syndromes myéloprolifératifs peuvent évoluer 
en LAM. Ainsi, en l’absence de traitement, la Leucémie Myéloïde chronique (LMC) 
« acutise » et évolue inéluctablement en LAM alors que d’autres syndromes 
myéloprolifératifs (splénomégalie myéloïde, thrombocytémie essentielle ou la maladie 
de Vaquez) se transforment rarement en LAM. Enfin, les syndromes 
myélodysplasiques comme les anémies réfractaires avec excès de blastes (AREB) ou 
les leucémies myélomonocytaires chroniques (LMMC) évoluent de façon assez 
fréquente en LAM. 
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 2.2. Classification et diagnostic     
a). Classification 
 
Au début des années 1970, un groupe international constitué de chercheurs français, 
américains et britanniques a travaillé sur une méthode permettant de classifier les LAM en 
fonction de critères morphologiques et cytochimiques, la FAB (French-American-British). 
Cette classification reconnaissait initialement 7 sous-types de LAM : M1, M2, M3, M4 et 
M4Eo, M5 et M6, chaque stade correspondant à un blocage de maturation particulier. 
Secondairement ont été ajoutés les types M0 et M7 (Bennett et al., 1976). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 1: Diagramme représentant les relations entre le développement myéloïde normal et les cellules 
leucémiques. Les cellules multipotentes progénitrices, incluant les cellules souches avec renouvellement à long 
terme (LT-HSC) ou court terme (ST-HSC) et les progéniteurs multipotents (MPP) sont représentés en bleu. Les 
progéniteurs engagés dans un processus de différenciation, comprenant les progéniteurs myéloïdes communs 
(CMP), les progéniteurs des Granulocytes-Macrophages (GMP), les progéniteurs des Mégacaryocytes et des 
Erythrocytes (MEP) et les unités formatrices de colonies des granulocytes (CFU-G), des macrophages (CFU-M), 
des érythroïdes (CFU-E) et des mégacaryocytes (CFU-Mk) sont représentés en orange. Les cellules myéloïdes 
différenciées, reconnaissables par leur morphologie caractéristique, sont montrées sur la droite du diagramme. 
Les cellules leucémiques malignes (LAM et LMC) sont indiquées par des carrés rouges, et les blastes 
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leucémiques des différentes sous-classes de LAM bloqués à un stade particulier de la différenciation  (FAB 
allant de M0 à M7) correspondent approximativement aux blastes normaux de chaque lignage. A noter que les 
cellules souches leucémiques sont restreintes aux progéniteurs rares multipotents ou engagés, comme l’indique 
le carré blanc. D’après Krause and Van Etten, Trends in Mol Medecine 2007 (Krause and Van Etten, 
2007). 
Actuellement, la classification FAB tend à être remplacée par une nouvelle classification 
élaborée sous l'égide de l'OMS, qui combine à la fois des caractéristiques cytochimiques et 
cytogénétiques. Au cours de notre étude, nous parlerons essentiellement de la classification 
FAB (Bennett et al., 1976; Vardiman et al., 2002).  
 
b). Diagnostic 
 
Les LAM sont caractérisées par l’association à des degrés variables de signes clinico-
biologiques témoignant de l’infiltration tumorale et de signes consécutifs à l’insuffisance de 
production des éléments normaux du sang. 
 
 Signes cliniques   
 
• Manifestations tumorales :  
9 Hypertrophie des organes hématopoïétiques (hépatomégalie, splénomégalie ou 
adénopathie). 
9 Lésions cutanées notamment dans le derme. 
9 Hypertrophie gingivale particulièrement dans les LAM 4 et 5. 
9 Atteinte osseuse peu fréquente. 
9 Syndrome de leucostase (dans les LAM très hyperleucocytaires et à 
doublement rapide) associé à des troubles pulmonaires et neurologiques. 
9 Plus rarement des tumeurs extra médullaires (chlorome). 
 
• Insuffisance médullaire 
9 Syndrome anémique (pâleur, tachycardie). 
9 Syndrome infectieux (fièvre isolée ou associée à un point d’appel clinique). 
9 Syndrome hémorragique (hémorragies des gencives, des muqueuses ou des 
tissus sous-cutanés qui sont soit spontanées, soit déclenchées par des 
traumatismes minimes). 
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 Eléments biologiques 
 
• Analyse cytologique  
9 réalisation d’un myélogramme (moelle riche avec quasi disparition des lignées 
hématopoïétiques, envahissement médullaire par plus de 20% de blastes)  
9 analyse d’un frottis sanguin. 
• Etude cytochimique réalisée après coloration des frottis au May-Grünwald-Giemsa.  
• Etude histologique par biopsie ostéo médullaire (BOM) dans les cas ou l’os est trop dur 
ou alors la moelle est inaspirable (LAM 7) notamment en raison d’une myélofibrose. 
• Etude immunologique : Consiste en la recherche de certains marqueurs exprimés à la 
surface des cellules leucémiques, immunophénotypage utilisant un panel d’anticorps 
ciblant des antigènes myéloïdes (CD33 ;CD13 ;CD11 ;CD16) ou des marqueurs 
d’immaturité (CD34). 
• Etude caryotypique : recherche d’anomalies chromosomiques acquises des cellules 
leucémiques, anomalies spécifiques d'un sous-type particulier de LAM et de valeur 
pronostique  (t(15 ;17) pour les M3, t(8 ;21) pour les M2 ou l’inversion du chromosome 
16 pour les M4Eo) 
• Etudes en biologie moléculaire recherche de mutations d’oncogènes (FLT3 ;RAS ;c-
Kit ;NPM1c) ou de facteur transcriptionnel (CEBPα ;WT1) qui ont une valeur pronostique 
importante et recherche des transcrits de fusion produits par les translocations 
chromosomiques récurrentes afin dévaluer la maladie résiduelle. Le décryptage de toutes ces 
mutations dans les LAM permettra d’envisager une classification moléculaire dans les années 
à venir. 
 
3. Traitement et pronostic 
3.1. Traitement   
Le traitement par polychimiothérapie intensive d’un sujet atteint de LAM comporte 2 
phases : une phase dite d’induction de la rémission suivie d’une phase dite de consolidation 
ou maintien de la rémission. 
a). Traitement d’induction 
Le traitement d’induction a pour objectif d’induire une rémission complète (RC) du malade 
(d’environ 75 à 80% des cas), c'est-à-dire la disparition des blastes médullaires (45%) avec 
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normalisation de l’hémogramme et éventuellement du syndrome tumoral initial. Ce traitement 
repose toujours sur l’association d’une anthracycline (Daunorubicine ou Idarubicine) et de la 
cytosine arabinoside (Ara C). Il est important de spécifier qu’après une cure de 
chimiothérapie, le patient est en aplasie, traduisant une incapacité transitoire à renouveler et 
régénérer seul les cellules de son sang et de son système immunitaire. Ce phénomène est 
principalement du à la forte toxicité des drogues envers les progéniteurs hématopoïétiques 
normaux.  
b). Traitement de consolidation 
 Le traitement de consolidation de la RC repose habituellement sur la chimiothérapie 
intensive (utilisation d’Ara C à forte dose pendant 3 ou 4 cures) suivie ou non d’une greffe 
allogénique ou autologue en fonction du risque de rechute. Cependant, pour pallier les 
rechutes possibles, 2 modalités de prévention sont envisageables selon les caractéristiques de 
la maladie et l’existence d’un donneur HLA compatible : l’intensification thérapeutique suivie 
d’une allogreffe de CSH et l’intensification thérapeutique suivie d’une autogreffe de CSH. 
L’allogreffe de CSH reste le meilleur traitement pour la prévention des rechutes elle reste  le 
meilleur traitement pour des malades à haut risque de rechute ou en seconde rémission 
complète. Bien que souvent préférée à l’autogreffe, elle reste limitée par la disponibilité d’un 
donneur HLA compatible ainsi que par l’âge du sujet.                           
Un des problèmes majeurs dans le traitement des LAM réside dans la forte proportion de 
rechutes post chimiothérapie lors de la phase d’induction (environ 50 à 70%). D’après la 
littérature, cette résistance semble être soutenue par un pool minoritaire de cellules souches 
leucémiques résidantes de la moelle, les CSL, à l’origine de la perpétuelle régénération du 
contingent leucémique. 
3.2. Facteurs pronostiques        
Il existe plusieurs marqueurs pronostiques dans les LAM mais les deux plus 
importants sont l’âge (plus ou moins de 60 ans) et l’existence d’anomalies chromosomiques. 
 
a). Impact de l’âge 
 L’âge est un facteur crucial pour le pronostic des malades car en raison de leur 
toxicité, les traitements intensifs de consolidation ne sont pas applicables aux patients les plus 
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âgés. De plus, la pathologie du sujet âgé est différente et plus grave que celle du sujet jeune. 
En effet, il a été décrit chez le sujet âgé une résistance accrue aux agents cytotoxiques avec 
notamment une plus grande fréquence de LAM secondaire, une cytogénétique plus complexe 
et une plus forte expression de la P glycoprotéine, protéine d’efflux des drogues. L’incidence 
des LAM et le vieillissement de la population augmentant, cette population de malades 
devient un enjeu majeur dans la prise en charge des patients, notamment avec la mise en place 
de thérapeutiques plus efficaces, plus ciblées et moins toxiques que la chimiothérapie 
conventionnelle (Stone et al., 2004; Tallman et al., 2005). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 2: Principale différence entre les LAM des sujets âgés par rapport aux sujets jeunes. D’après 
Stone et al, Am Soc Hematol Educ Program 2004 (Stone et al., 2004). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 3: Devenir des LAM de moins de 55 ans (B) et de plus de 55 ans sur une période de 3 décades.  
D’après Tallman et al, Blood 2005 (Tallman et al., 2005). 
Impact de l’âge
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b). Impact de la cytogénétique 
 Excepté les LAM 3 qui sont de très bons pronostics, les anomalies chromosomiques 
récurrentes permettent de classer les LAM en trois sous groupes de pronostic très différents 
(Slovak et al., 2000; Tsimberidou et al., 2006).  
Pronostic favorable 
Le groupe cytogénétique de bon pronostic est défini par la présence de la translocation 
t(8;21)(q22;q22) ou des remaniements du chromosome 16, inv16(p13;q22)/t(16;16)(p13;q22). 
Ces 2 anomalies, présentes dans 10 à 15% des LAM du sujet jeune et dans moins de 5% du 
sujet âgé, sont communément regroupées sous le terme de Core Binding Factor Leukemia 
(CBF). Ces deux translocations qui affectent et remanient les deux sous unités du facteur de 
transcription CBF (avec un pronostic sensiblement identique), interfèrent ainsi sur le 
processus de différenciation hématopoïétique.                 
CBF est un facteur de transcription hétérodimérique composé d’une sous unité CBFα liant 
l’ADN au niveau des régions régulatrices de type « enhancer » et d’une sous unité unique ne 
liant pas l’ADN, CBFβ. Chez l’humain, il existe 4 gènes codant pour les différentes sous 
unités du facteur de transcription : 3 qui codent pour la sous unité alpha (CBFΑ1, CBFA2, 
CBFA3) et 1 qui code pour la sous unité bêta CBFB (Speck et al., 1999). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 4: Le complexe CBF et son association avec les LAM.  CBF, un FT hétérodimérique composé de la 
sous-unité CBFα et CBFβ, se fixe à l’ADN sur la séquence PyGPyGGT et induit la transcription de gènes cibles. 
La sous-unité CBFβ s’associe avec la sous-unité CBFα, ce qui augmente l’affinité de fixation de CBFα sur 
l’ADN. Il existe trois gènes codant pour la sous-unité CBFα et le gène CBFA2 est le gène retrouvé le plus 
fréquemment muté dans les LAM. D’après Speck et al, Cancer Research 1999 (Speck et al., 1999). 
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 CBFA2 n'est exprimé que par les cellules myéloïdes et lymphoïdes, et la perte complète 
d'expression des sous unités CBFA2 et CBFβ est incompatible avec le développement d'une 
hématopoïèse définitive normale. Les translocations chromosomiques impliquant les gènes 
CBFA2 et CBFB génèrent des protéines chimériques contenant une partie de CBFα ou CBFβ 
fusionnée à la quasi-totalité de la protéine présente sur l’autre chromosome impliqué dans la 
translocation.                                 
D’un point de vue moléculaire, la t(8;21)(q22;q22) fusionne la partie NH2-Terminale 
(contenant le domaine de liaison à l’ADN) du gène AML1 (Acute Myeloid Leukemia 1 
autrement appelé RUNX1/Core Binding Factor Protein ou CBFα/PEBP2αB) sur le 
chromosome 21 et la majeure partie du gène ETO (Eight-Twenty One ou MTG8) sur le 
chromosome 8, générant ainsi un gène chimère AML1-ETO.  Cette protéine chimérique induit 
un blocage des LAM au stade M2 et Meyers et ses collaborateurs tendent à démontrer que la 
répression de la fonction de la protéine AML1 sauvage par les protéines de fusion AML1-
ETO pourrait être un des mécanismes engendrant la leucémogenèse (Meyers et al., 1995).    
 
 
 
 
 
 
Figure 5: Structure de l’oncoprotéine résultant de la translocation t(8;21)(q22;q22) retrouvée dans 
environ 20% des cas de LAM. D’après Speck and Gilliland, Nature Reviews Cancer 2002 (Speck and 
Gilliland, 2002). 
L'inversion du  chromosome 16 fusionne la partie NH2-Terminale (contenant le domaine 
d’hétérodimérisation  avec AML1) du gène CBFβ situé en 16q22 avec la majeure partie du 
gène MYH11 (Myosin Heavy Chain11) situé en 16p13. Le gène de fusion produit donc une 
protéine chimérique CBFβ-MYH11 capable de lier CBFα et caractéristique des LAM4 à 
éosinophiles.  La protéine de fusion CBFβ- MYH11 conduit à un blocage de la différenciation 
myéloïde en séquestrant la sous unité CBFβ dans le cytoplasme. D'autre part, l'hétérodimère 
AML1/CBFβ-MYH11 se comporte également comme un répresseur de la transcription en 
recrutant d'autres répresseurs et en modifiant l'acétylation des histones (Speck and Gilliland, 
2002).                           
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Figure 6: Structure de l’oncoprotéine résultant de la translocation inv16(p13;q22)/t(16;16)(p13;q22) 
retrouvée dans environ 20% des cas de LAM. D’après Speck and Gilliland, Nature Reviews Cancer 2002. 
De plus, certains facteurs pronostiques moléculaires peuvent permettre d’identifier les 
patients à risque au sein de ce sous-groupe. Ainsi, les mutations du récepteur à activité  
tyrosine kinase c-Kit identifient des patients à haut risque de rechute dans les LAM portant les 
translocations t(8;21) et les inv16. En fonction des séries de patients ayant une LAM avec 
t(8;21), c-Kit est muté sur l’exon 8 dans 4 à 20% des cas et sur l’exon 17 (D816V) dans 6 à 
33% des cas. Dans les inv16, ces mutations sont également retrouvées dans 13 à 24 % des cas 
(exons 8) et 2 à 41% des cas (exons 17). Nous étudierons dans la partie VII l’intérêt du 
Dasatinib (un médicament inhibant c-Kit) dans ce sous groupe particulier de LAM (Mrozek 
and Bloomfield, 2006; Mrozek et al., 2007; Paschka et al., 2006).                      
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 7: Impact des mutations de c-Kit sur la proportion de rechute des patients portant des 
remaniements du chromosome 16 inv16(p13;q22)/t(16;16)(p13;q22) (A) ou la translocation 
t(8 ;21)(q22 ;q22) (à droite). D’après Paschka et al, JCO 2006 (Paschka et al., 2006) . 
Dans ce sous groupe de LAM, le taux de RC obtenu après traitement à de fortes doses d’Ara 
C est très élevé (environ 90-95%) alors que le taux de rechute est de l’ordre de 40%. Une 
proportion non négligeable de patient est donc guérie uniquement par la chimiothérapie, 
permettant ainsi de leur épargner des procédures beaucoup plus toxiques comme les greffes 
allogéniques.  
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Pronostic intermédiaire 
Le groupe de pronostique intermédiaire qui représente 65% des LAM est un groupe très 
hétérogène, composé d’environ 40 à 45% par des patients présentant un caryotype normal et 
d’environ 10 à 15% par des sujets présentant des anomalies chromosomiques qui n’ont pas de 
valeur pronostique péjorative ou favorable.                      
Des anomalies moléculaires permettent de mieux préciser le pronostic de ce sous-groupe. 
Elles ont été récemment décrites et contribuent déjà à adapter les traitements de consolidation. 
Les mutations de l’exon 12 du gène de la nucléophosmine (NPM1) sont présentes 50% des 
LAM à caryotype normal. Ces mutations apparaissent comme un facteur indépendant de bon 
pronostic sur la survie globale et la survie sans événement.  
Les mutations de CEBPalpha (CCAAT/enhancer binding protein) présentes dans 10% des 
LAM ont été identifiées par plusieurs auteurs comme un facteur de bon pronostic. Présentes 
essentiellement dans les LAM du groupe intermédiaire, elles pourraient permettre de reclasser 
ces leucémies dans le groupe de bon pronostic. 
Les mutations du récepteur tyrosine kinase FLT3 (FMS-like tyrosine kinase 3) dont la 
duplication en tandem interne (FLT3-ITD) et la mutation D835, sont identifiées 
respectivement dans 30 et 7% des LAM à caryotype normal. De nombreuses études 
rétrospectives ont permis de définir le caractère de mauvais pronostic de FLT3-ITD, 
notamment en terme de rechute précoce. Une étude internationale de phase III comparant 
l’efficacité du TKI, PKC410 (Novartis), en association avec une chimiothérapie standard 
contre chimiothérapie seule va débuter prochainement (Mrozek and Bloomfield, 2006).                                   
La duplication partielle en tandem de MLL (mixed lineage leukemia) (MLL-PTD) est 
présente dans 4% des LAM du groupe intermédiaire et a un mauvais pronostic. 
L’hyper expression de BAALC (brain and acute leukemia, cytoplasmic) ; ERG (Ets Related 
Gene) ou d’AF1q (1q21) sont également des facteurs péjoratifs dans ce sous-groupe (Mrozek 
and Bloomfield, 2006).                                         
Les taux de RC sont de l’ordre de 85% et, en fonction des séries et des traitements, la survie 
sans maladie à 3 ans de 40 à 60%. Actuellement, le traitement classique pour ce sous groupe 
de LAM comporte une chimiothérapie d’induction et une allogreffe de moelle en cas de 
donneur HLA compatible et de génotype non favorable (CEBPα+ ; ou FLT3 ITD- NPM1c+). 
Dans les génotypes favorables, une consolidation par haute dose d’Ara C suivie d’une 
autogreffe ou d’une intensification par plusieurs cycles d’Ara C est effectuée.  
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Pronostic défavorable 
Le groupe de pronostic défavorable représente 20 à 25% des sujets jeunes et 25 à 30% des 
sujets de plus de 60 ans. Les anomalies cytogénétiques de mauvais pronostics reconnues par 
la majorité des groupes de traitements des LAM sont les suivantes : caryotypes complexes 
(plus de 3 anomalies), aberrations des chromosomes -5/5q-, -7/7q-, et -20/20q-, t(9 ;22) ou 
Bcr-Abl, t(6 ;9), anomalie en 11q23 (MLL) en excluant la t(9;11), anomalie 3q.                   
Contrairement aux autres sous groupes de LAM, il existe dans ces maladies une plus grande 
instabilité des microsatellites, une plus grande activité télomérase ainsi qu’une plus grande 
fréquence d’inactivation de p53 (jusqu’à 80% des cas) expliquant probablement en grande 
partie la chimiorésistance observée en clinique.               
Toutes ces anomalies (gains et pertes chromosomiques) sont récurrentes et s’intègrent dans un 
cluster d’expression en micro arrays où il est décrit une surexpression des gènes régulant la 
réparation de l’ADN et la ségrégation chromosomiques (Schoch et al., 2005).              
Enfin, le pronostic est catastrophique quel que soit l’âge et les modalités thérapeutiques 
puisque même l’allogreffe n’a pas démontré un intérêt majeur dans ce sous-groupe. En effet, 
le taux de rémission complète est significativement plus faible (30 à 50%) et la durée de 
rémission complète plus courte (6-8 mois). 
La LAM3 ou APL : un cas particulier 
La LAM3 est caractérisée par la translocation chromosomique t(15;17)(q22;q21) remaniant 
les gènes PML (Promyelocytic Leukemia) et RAR alpha (Retinoic Acid Receptor) pour 
produire l’oncoprotéine PML-RARα. Ainsi, PML-RARα agit comme un dominant négatif sur 
la transcription des gènes contrôlés par RARα, notamment via le recrutement aberrant de  
complexes corépresseurs nucléaires (NCoR) tels que les HDAC (Melnick and Licht, 1999).               
L’ATRA (Acide Tout Trans Rétinoïque) agit directement sur l’oncoprotéine via le RARα ce 
qui induit le relargage du NCoR, puis la dégradation de l’oncoprotéine et à terme la levée du 
blocage de maturation. Ce remaniement survient dans une cellule hématopoïétique déjà 
engagée dans le processus de maturation (promyélocytes), ce qui explique le processus rapide 
de différenciation cellulaire observé après administration d’ATRA (Speck and Gilliland, 
2002).                                                                                 
De plus, cette maladie est caractérisée par une grande sensibilité aux anthracyclines (60 à 80% 
de RC en monothérapie, mais seulement 35% de survie sans événement) probablement due à 
la faible expression de la PgP. Ce sous-groupe représente le premier exemple de traitement 
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ciblé dans les LAM. En effet, l’introduction de l’ATRA permet, en association avec la 
chimiothérapie, d’obtenir virtuellement 100% de RC et une survie sans rechute d’environ 80 à 
90% à 5 ans après consolidation par chimiothérapie exclusive et traitement d’entretien. De 
plus, le traitement des rechutes a été grandement amélioré par l’introduction du trioxyde 
d’arsenic qui peut également dégrader l’oncogène PML-RARα.  
Voici un schéma résumant toute la complexité de la classification et de la thérapeutique à 
envisager dans les LAM puisqu’il combine à la fois les facteurs liés à la cytogénétique et aux 
événements moléculaires (Renneville et al., 2008). 
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B. Concepts de cellule souche hématopoïétique (CSH) et cellule 
souche leucémique (CSL) 
1. Hématopoïèse physiologique  
L’hématopoïèse est un processus physiologique hiérarchisé qui permet la production 
continue et régulée des éléments figurés du sang (hématies, polynucléaires, monocytes, 
lymphocytes et plaquettes) à travers différentes étapes de différenciation et d’expansion. La 
pérennité du système hématopoïétique est assurée par un pool rare et minoritaire de cellules 
multipotentes résidantes de la moelle osseuse (MO), les cellules souches hématopoïétiques 
ou CSH.  
Ainsi, les CSH régulent et maintiennent à un taux relativement constant le nombre de cellules 
sanguines malgré des variations de consommation liées à des conditions pathologiques 
(hémorragies, infections..).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 8: Représentation de l’hématopoïèse physiologique et des différents lignages. Les CSH peuvent être 
divisées en LT-SHC, CSH dotées d’un potentiel d’autorenouvellement à long terme et capables de reconstituer 
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l’hématopoïèse pendant toute une vie chez un animal, et en ST-HSC, CSH dotées d’un potentiel 
d’autorenouvellement à court terme et capables de reconstruire l’hématopoïèse chez un animal pendant une 
période limitée. Les ST-HSC se différencient en MPP (progéniteurs multipotents), incapables de 
s’autorenouveller, mais possédant la capacité à se différencier en progéniteurs restreints à une descendance et qui 
donnent finalement naissance aux cellules mâtures différenciées via des processus de maturation irréversibles. 
Les progéniteurs lymphoïdes communs (CLP) donnent naissance aux lymphocytes T , B ainsi qu’aux cellules 
Natural Killer (NK). Les progéniteurs myéloïdes communs (CMP) donnent naissance aux progéniteurs des 
Granulocytes-Macrophages (GMP), lesquels se différencient en monocytes/ macrophages et en granulocytes, 
ainsi qu’aux progéniteurs des mégacaryocytes et des érythrocytes (MEP) qui produisent les mégacaryocytes/ 
plaquettes et les érythrocytes. Par ailleurs, à la fois les CMPs et les CLPs sont capables de donner naissance aux 
cellules dendritiques. A noter que toutes les populations souches et progénitrices peuvent être isolées grâce à 
l’utilisation de marqueurs de surface spécifiques. D’après Reya et al, Nature 2001 (Reya et al., 2001).  
 
1.1. Propriétés des CSH 
Bien que depuis plusieurs années, de nombreux groupes aient mis à jour l’existence de 
cellules souches dans différents organes tels que le cerveau, la peau, l’intestin (Weissman et 
al., 2001), le sein, la pancréas ou encore le foie, les CSH ont été les premières cellules 
souches clairement caractérisées (Burke et al., 2007).                         
La première évidence expérimentale indiquant l’existence de CSH fut la découverte par Til et 
MacCulloch en 1961 d’une population clonogène de cellules de la MO capables de générer 
des colonies myélo-érythroïdes dans la rate de souris léthalement irradiées (Passegue et al., 
2003; Till and Mc, 1961). Les CSH possèdent trois propriétés fondamentales : 
• l’autorenouvellement, c'est-à-dire la capacité de se diviser à l’identique sans se 
différencier, de sorte à maintenir et amplifier le pool de CSH.  
• la multipotence ou potentiel de différenciation multilignages, c'est-à-dire la 
capacité à se différencier en n’importe quelle cellule mature du sang, de sorte à assurer 
le maintien de l’homéostasie hématopoïétique tout au long de la vie d’un individu. 
• La capacité de reconstitution in vivo d’une hématopoïèse myéloïde et lymphoïde 
lors d’injection dans des souris immunodéficientes SCID (Severe Combined 
ImmunoDeficiency) ou NOD-SCID (Non Obese Diabetic- Severe Combined 
ImmunoDeficiency) irradiées. 
L’engagement d’une CSH vers un processus de différenciation se fait selon un processus de 
division asymétrique. Ainsi, la division d’une CSH résulte en la formation de deux cellules 
filles au destin différent, une CSH identique à la cellule mère et un progéniteur capable de se 
différencier, de proliférer mais incapables de s’autorenouveller (Wilson and Trumpp, 2006). 
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Les CSH, qui représentent 0,01 à 0,05% de la MO, sont divisés en 3 compartiments distincts, 
tant en terme de fonction biologique que de phénotype. Ainsi, on différencie :  
• les LT-HSC, ou CSH avec autorenouvellement à long terme, de phénotype CD34+ 
CD38- CD90+ CD33- HLA-DR- c-Kit+ CD133+ Rho-123+ (efflux) chez l’humain. Ce 
sont des CSH qui s’autorenouvellent de façon illimitée, tout au long de la vie de 
l’individu, reconstituant et pérennisant ainsi l’hématopoïèse physiologique.  
• les ST-HSC, ou CSH s’autorenouvellante à court terme car capable de reconstitution 
d’une hématopoïèse physiologique pendant une durée limitée d’environ 8 semaines. 
Le phénotype n’est pas décrit à ce jour chez l’humain (Morrison and Weissman, 
1994). 
• les progéniteurs multipotents qui ont perdu la capacité de s’autorenouveller mais qui 
possèdent des capacités mitotiques et de différenciation importantes, aboutissant in 
fine au progéniteur myéloïde commun de phénotype CD34+ CD38+ HLA-DR+ 
CD33+ et au progéniteur lymphoïde commun de phénotype CD34+ CD38+ HLA-
DR+. 
Enfin, les progéniteurs multipotents se différencient en précurseurs hématopoïétiques qui se 
différencient eux-mêmes pour donner naissance aux cellules mâtures fonctionnelles, peu 
proliférantes, incapables d’autorenouvellement mais majoritaires au sein de la MO (plus de 
99% des cellules médullaires).  
Par ailleurs, outre les propriétés précédemment décrites,  il est important de noter que les CSH 
possèdent plusieurs caractéristiques. 
• La quiescence mitotique. La majorité des CSH sont hors du cycle ou alors en phase 
G0 du cycle cellulaire et ne se divisent que très lentement (30 à 60 jours), ce qui les 
protége des agents conventionnels de chimiothérapie cycle dépendants. A titre 
d’exemple, il a été décrit une expression abondante de la CKI p21Cip/Waf1 dans les 
progéniteurs hématopoïétiques immatures (Cheng et al., 2000).  
• La résistance au stress. Principalement due à l’état de quiescence mais aussi grâce à 
la  capacité des CSH à exporter et à métaboliser les drogues. Par exemple, une 
méthode de détection des CSH consiste en la détection de l’Aldéhyde Déshydrogénase 
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(ALDH), enzyme cytoplasmique responsable de l’oxydation des aldéhydes 
intracellulaires et retrouvée fortement exprimée dans les progéniteurs 
hématopoïétiques (Hess et al., 2004). De plus, les CSH expriment fortement des 
protéines membranaires responsables de l’efflux des drogues, comme par exemple 
MDR1 ou Brcp1/ABCG2 (Chaudhary and Roninson, 1991; Zhou et al., 2001).   
• L’activité télomérase. Cette enzyme, dont l’expression est restreinte aux CSH, ajoute 
des motifs télomériques (TTAGGG) à l’extrémité des chromosomes et ce afin de 
prévenir le raccourcissement télomérique lié à l’âge ou à la sénescence. Ce phénomène 
biologique repose sur le raccourcissement à chaque mitose de séquences d’ADN 
répétitives, les télomères, situés à l’extrémité des chromosomes et servant à les 
stabiliser. Le raccourcissement conduit, après un certain nombre de mitoses, à une 
instabilité génétique qui envoie les cellules sénescentes vers l’apoptose, entraînant à 
terme une déplétion du pool de CSH. A titre d’exemple, il a été décrit dans des souris 
C57-BL/Ka-Thy1.1 que les cellules LT-HSC possèdent une activité télomérase aussi 
élevée que celle des cellules cancéreuses, alors que dans les cellules ST-HSC comme 
les progéniteurs multipotents, cette activité est significativement plus faible (Morrison 
et al., 1996).  
1.2. Régulation des CSH 
Le but de ce paragraphe n’est pas d’être exhaustif, il vise plutôt à focaliser l’attention 
sur les principaux  mécanismes moléculaires qui contrôlent et régulent les CSH. 
 
a). Autorenouvellement 
 
Bien que les propriétés fonctionnelles et phénotypiques des CSH soient relativement 
bien caractérisées, la question fondamentale de la régulation du mécanisme 
d’autorenouvellement reste encore mal connue à ce jour. Cependant, il a été décrit un rôle des 
voies morphogènes Wnt, Notch et Sonic Hedgehog ainsi que des facteurs de transcription 
(FT) de la famille HOX (notamment HoxB4) dans le maintien de la fonction la plus cruciale 
d’une CSH (Huntly and Gilliland, 2005; Morrison et al., 1997; Passegue et al., 2003; Reya et 
al., 2001). 
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b). Rôle des facteurs de croissance (FC) ou des cytokines 
 
 Les FC régulent l’hématopoïèse en modulant de manière positive ou négative la 
prolifération, la différenciation et la survie des cellules hématopoïétiques. Selon le pool 
cellulaire qu’ils régulent, ils peuvent être subdivisés en 3 classes :  
Les FC « synergiques » comme les SCF, le LIF, le ligand de FLT3, l’IL-1, l’IL-6 et l’IL-11. 
Ces FC permettent l’augmentation du nombre de CSH en cycle à partir du pool de CSH 
quiescentes et favorisent également leur survie. Enfin, ils sensibilisent les cellules aux autres 
FC notamment en induisant l’expression de récepteurs membranaires spécifiques.  
Les FC « multipotents », tels que l’IL-3 et le GM-CSF pour les progéniteurs myéloïdes, ou 
bien l’IL-7 pour les progéniteurs lymphoïdes, agissent à la fois sur les CSH et les progéniteurs 
en cycle et stimulent la survie, la prolifération et la différenciation. 
Les FC « restreints », comme le G-SCF (granulocytes), le M-CSF (monocytes-
macrophages), l’EPO ou érythropoïétine (érythrocytes) et la TPO (facteurs majeur de la lignée 
mégacaryocytaire) ou l’IL-5, agissent sur la différenciation terminale des progéniteurs 
engagés dans un lignage particulier et sont également nécessaires à la maturation.  
La fixation des FC ou des cytokines sur leur récepteur induit l’activation de diverses voies de 
signalisation intracellulaires (STATs, MAPK, PI3K etc.) qui vont agir sur le cycle cellulaire, 
la différenciation ou encore l’apoptose. La mise en jeu des intégrines α4β1 ou α5β1 
(majoritaires à la surface des CSH)  lors de leur adhésion aux composants matriciels de la 
niche hématopoïétique, peut également activer les voies de signalisation PI3K, Fak/Pyk2 ou 
Ras « inside-outside signaling ».                                     
Enfin, outre des rôles positifs, il est décrit que certains FC inhibent l’hématopoïèse en 
situations physiologiques ou pathologiques, comme par exemple le TGFβ, l’ΙΝFγ ou le 
TNFα (Beyne-Rauzy et al., 2005). 
c). Rôle des facteurs de transcription (FT) 
 
Quelle que soit la voie de transduction du signal mise en jeu, elle aboutit à une régulation 
génétique des FT qui vont orienter la réponse cellulaire, en termes d’autorenouvellement, de 
différenciation, de prolifération, d’apoptose, de sénescence, de migration ou encore 
d’adhésion. Ces choix cruciaux se font via la combinaison de nombreux FT, s’antagonisant ou 
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synergisant souvent les uns les autres, exprimés à des stades de différenciation particuliers et 
permettant de diriger les cellules vers un lignage spécifique (Rosenbauer and Tenen, 2007). 
On notera par exemple le rôle clé joué par PU-1 dans le contrôle des fonctions des CSH 
puisqu’il a été décrit que les CSH PU-1-/- présentent une altération de l’autorenouvellement et 
de la différenciation initiale vers les progéniteurs immatures lymphoïdes et myéloïdes. De 
plus, CEBPα qui est impliqué dans la différenciation de la lignée granuleuse est fréquemment 
inactivé dans les LAM. Ainsi, les souris CEBPα-/- présentent un défaut de progéniteurs GMP 
et de granulocytes du à un blocage de la transition CMP vers GMP, une diminution des 
monocytes et une augmentation du nombre de cellules myéloïdes immatures, et une 
augmentation de la capacité des CSH à s’autorenouveller (Rosenbauer and Tenen, 2007; 
Zhang et al., 2004).  
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Figure 9: Rôle des facteurs de transcription au cours de l’hématopoïèse physiologique chez les 
mammifères.  D’après Orkin and Leonard, Snapshot Cell  2008 (Orkin and Zon, 2008). 
 
1.3. Le microenvironnement médullaire 
 Le microenvironnement médullaire est défini comme l’ensemble des constituants non 
hématopoïétiques de la moelle (excepté les macrophages) participant au contrôle de 
l’hématopoïèse in situ. C’est une structure tri-dimensionnelle complexe composée de 
différents éléments cellulaires (cellules stromales, ostéoblastes, adipocytes, CSH), de 
molécules solubles (FC et/ou chimiokines principalement sécrétées par les cellules stromales) 
et de molécules insolubles (protéines et enzymes de la matrice extracellulaire, molécules 
d’adhésion) (Nardi and Alfonso, 1999). On assimile volontiers le rôle du microenvironnement 
médullaire à celui d’une « niche » hématopoïétique indispensable au maintien des cellules 
souches totipotentes en régulant les équilibres complexes entre survie et apoptose, quiescence 
et prolifération, autorenouvellement et différenciation. 
a). La niche hématopoïétique 
 
 La niche hématopoïétique, située au niveau de l’endostéum, est le micrœnvironnement 
spécifique qui permet une régulation spatio-temporelle du nombre et de la fonction des CSH. 
En effet, les interactions CSH-cellules microenvironnementales sont nécessaires à 
l’autorenouvellement des CSH tandis que les produits sécrétés par la niche (morphogènes, FC 
ou chimiokines) sont à l’origine des contacts intercellulaires et de la création d’un équilibre 
indispensables aux CSH.                                   
Par ailleurs, il est important de noter qu’il existe deux niches capables d’héberger et de 
réguler les CSH.                          
La niche ostéoblastique en étroite interaction avec les ostéoblastes du système osseux 
régulerait le maintien et la quiescence  des CSH à long terme.                     
La niche vasculaire, elle, servirait de stock des CSH utilisables et mobilisables dans le sang 
en quelques minutes, en cas d’urgence et lors de la mobilisation et de la reconstitution 
hématopoïétique à court terme.   
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Figure 10: Modèle des CSH au sein de la moelle osseuse. D’après Wilson and Trumpp, Nat Rev Immunol 
2006 (Wilson and Trumpp, 2006). 
 
Trois composants majeurs définissent ce milieu complexe, à la fois support physique de 
l’hématopoïèse mais aussi élément indispensable à sa régulation. 
Les ostéoblastes 
Ces cellules, issues de la différenciation des cellules souches mésenchymateuses, jouent un 
rôle clé dans le support physique de l’hématopoïèse car elles sont à l’interface entre la MO et 
l’os et assurent une reconstruction osseuse permanente. De plus, elles jouent un rôle crucial 
dans la régulation des CSH (quiescence et autorenouvellement) soit par la sécrétion de 
cytokines (de façon non exhaustive G-CSF, M-CSF, GM-CSF, IL-1, IL-6,  LIF, TGF-β1), soit 
par la synthèse de molécules induisant leurs interactions avec les CSH (toujours de manière 
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non exhaustive, on citera par exemple l’expression à la surface des ostéoblastes des ligands 
des voies morphogènes Wnt ou Notch, des ligands des voies adhésives, des molécules 
impliquées dans la quiescence des CSH comme l’angiopoïétine ou des molécules de la 
matrice extracellulaire (MEC) (Shiozawa et al., 2008; Taichman, 2005; Wilson and Trumpp, 
2006).   
Les cellules stromales 
Elles constituent un environnement local indispensable à la survie, la prolifération ou la 
différenciation des CSH car elles sont susceptibles de sécréter des FC régulant de manière 
positive ou négative l’hématopoïèse. Il s’agit d’une population hétérogène composée de 
cellules endothéliales, de fibroblastes, de cellules adipeuses, de macrophages et de 
lymphocytes T. A titre d’exemple, les cellules endothéliales sécrètent la chimiokine SDF-1, 
un facteur chimiotactique puissant pour les cellules hématopoïétiques (Aiuti et al., 1997). 
Ainsi, par l’intermédiaire de son récepteur, CXCR-4, SDF-1 joue un rôle crucial dans la 
migration (homing) in vivo et in vitro des CSH CD34+ (Mohle et al., 1998; Wright et al., 
2002). 
La matrice extracellulaire  
La MEC constitue un réseau de molécules fibreuses ou non fibreuses complexe auquel 
viennent adhérer les CSH par l’intermédiaire d’un motif RGDS présent à leur surface. Cette 
adhérence est probablement capitale, dans la mesure où la matrice constitue un réservoir 
considérable en facteurs de croissance. On distinguera par exemple la fibronectine 
(composant majoritaire de la MEC produite par les cellules endothéliales et les fibroblastes) 
l’ostéopontine, le collagène, la thrombospondine, la laminine, la vitronectine ou encore 
l’acide hyaluronique. 
b). Les molécules d’adhésion 
 
Une fois que les CSH sont attirées dans la niche hématopoïétique par les chimiokines, 
en premier lieu SDF-1, elles adhérent aux cellules stromales fibroblastiques ou 
ostéoblastiques grâce à des molécules d’adhésion dont il existe plusieurs familles. Citons ici 
deux molécules importantes : la N-cadhérine et les intégrines β1. Ainsi, la N-Cadhérine est 
exprimée à la fois par les CSH et par les ostéoblastes et elle semble jouer un rôle majeur dans 
les interactions intercellulaires (Zhang et al., 2003a). D’autre part, les intégrines α4β1 et 
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α5β1, exprimées par les CSH, sont primordiales pour le nichage des précurseurs 
hématopoïétiques dans les différents organes hématopoïétiques (Hirsch et al., 1996; Potocnik 
et al., 2000). 
c). Rôle des interactions entre les CSH et la niche 
 
De nombreuses voies de signalisation sont mises en jeu par des molécules d’adhésion 
lors des interactions CSH-niche. Ceci aura pour conséquence de contribuer au maintien de 
l’homéostasie tissulaire (équilibre autorenouvellement-différenciation), ou de certaines 
caractéristiques des CSH comme la quiescence et la résistance au stress. J’ai choisi de 
présenter 3 exemples d’interaction CSH-niche hématopoïétique.                       
- Les interactions entre Tie-2/angiopoietin-1 régulent l’ancrage et la quiescence des CSH au 
niveau des ostéoblastes (les ostéoblastes expriment le ligand Ang-1 et les CSH expriment le 
récepteur Tie-2) (Arai et al., 2004).  
- La liaison de l’antigène CD44 à l’acide hyaluronique participe au contrôle de 
l’hématopoïèse normale, notamment en jouant un rôle capital dans l’adhésion des 
progéniteurs au stroma car l’engagement de CD44 par un anticorps abolit la croissance des 
cellules lymphoïdes et myéloïdes dans des cultures médullaires à long terme (Miyake et al., 
1990a; Miyake et al., 1990b). 
- Les ostéoblastes sont nécessaires pour la localisation des CSH. Dans un modèle murin 
transgénique d’invalidation du récepteur de BMPIA (Bone Morphogenic Protein, exprimée 
par les ostéoblastes), l’inactivation de la voie de signalisation BMPIA induit une 
augmentation de la quantité d’ostéoblastes qui corrèle avec une augmentation du nombre de 
CSH. Zhang et ses collaborateurs émettent l’hypothèse que la signalisation BMPIA contrôle 
le nombre de CSH en régulant la taille de la  niche (Zhang et al., 2003a). 
 
2. Hématopoïèse leucémique : notion de cellule souche leucémique ou 
CSL  
 L’hématopoïèse leucémique, qui se développe en parallèle de l’hématopoïèse normale, 
conserve des caractéristiques comparables à cette dernière, notamment au niveau de 
l’organisation hiérarchique du clone leucémique (CSL, CFU-L et Bulk). Les CSL partagent 
beaucoup de similitudes avec les CSH normales, comme par exemple l’autorenouvellement, 
la quiescence, le potentiel différenciatif, la résistance à l’apoptose induit par les agents de 
chimiothérapie, la relation privilégiée avec le microenvironnement ou encore la capacité à 
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initier la maladie lors d’expériences de xéno transplantations en série dans des souris 
immunodéprimées (souris NOD-SCID) (Bonnet and Dick, 1997).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 11: Les LAM forment une hiérarchie des cellules souches. Il existe de nombreuses similarités 
fonctionnelles et phénotypiques entre les CSH et les CSL à l’origine du développement des LAM. En effet, à 
l’instar de sa contrepartie normale, le clone leucémique est organisé de façon hiérarchique en  3 compartiments 
disctincts. 1) Un compartiment minoritaire de CSL de phénotype CD34+ CD38- CD123+, pour la plupart 
quiescentes, très résistantes aux agents conventionnels de chimiothérapie mais capables d’autorenouvellement ou 
d’engagement dans un processus de prolifération/ maturation. 2) un compartiment plus mature de progéniteurs 
leucémiques CFU-L ayant perdu les capacités d’autorenouvellement mais dotés d’un fort pouvoir clonogènique. 
3) un compartiment majoritaire de cellules leucémiques avec des capacités de différenciation limitée à un stade 
de différenciation granulo-monocytaire. Adapté de Huntly and Gilliland, Nat Rev Cancer 2005 (Huntly and 
Gilliland, 2005). 
 
D’un point de vue thérapeutique, les chimiothérapies actuelles restent peu efficaces sur le 
compartiment souche responsable des rechutes observées dans la majorité des cas. Un des 
gros enjeux en cancérologie moderne est donc une meilleure caractérisation et compréhension 
des mécanismes moléculaires régulant les CSL, afin de mettre en place une thérapeutique 
susceptible d’éradiquer définitivement ce pool minoritaire de cellules. 
 
1) CSL CD34+ CD38- CD123+
2) CFU-L
3) Bulk
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2.1. Mise en évidence des CSL 
 Comme ce fut le cas en physiologie avec la CSH, la première preuve de principe 
démontrant l’existence d’une cellule souche cancéreuse fut suggéré dans le système 
hématopoïétique.           
 En effet, deux articles publiés en 1960 ont décrit une anomalie chromosomique 
persistante (Bcr-Abl) dans chaque cellule hématopoïétique en division chez des patients 
atteints de LMC (Baikie et al., 1960; Nowell and Hungerford, 1960). Ce fut donc la première 
démonstration d’une évolution tumorale clonale, c‘est à dire que la progression de la 
maladie résulte de l’expansion clonale d’une seule cellule ayant acquis des modifications 
génétiques, favorisant ainsi la sélection et l’émergence d’une sous population.                    
 Un autre concept concernant l’hétérogénéité du potentiel d’autorenouvellement des 
tumeurs, basé sur des expériences réalisées in vitro et in vivo. Bruce et Van Der Gaag (Bruce 
and Van Der Gaag, 1963) démontrèrent en 1963 que seulement 1 à 4% des cellules de 
lymphome transplantées chez un animal receveur sont susceptibles de former des colonies 
spléniques, alors que l’équipe de Mc Cullough observa en 1971 que seulement 1/ 100 à 1/ 
10000 cellules de myélome murin sont capables de former des colonies in vitro.  
 A l’instar de sa contrepartie normale, le compartiment tumoral est hétérogène car 
composé de populations cellulaires aux capacités d’autorenouvellement, de différenciation et 
de prolifération différentes. Cette hétérogénéité du potentiel d’autorenouvellement des 
tumeurs est schématisée selon deux modèles de prolifération, le modèle « stochastique » et le 
modèle « Cellule Souche Cancéreuse ». 
Le modèle stochastique prédit que les cellules tumorales possèdent la capacité de 
s’autorenouveler et donc d’initier la pathologie, mais que la probabilité qu’une cellule 
particulière entre dans le cycle cellulaire et trouve un environnement permissif pour la 
croissance dans des essais de tumorigenèse est faible. Ainsi toutes les cellules ont la même 
probabilité de proliférer de manière extensive et de former de nouvelles tumeurs.  
Le modèle Cellule Souche Cancéreuse prédit que les tumeurs sont composées d’une 
population cellulaire hétérogène au sein de laquelle réside une sous population minoritaire de 
cellules souches cancéreuses exclusivement responsable de la croissance et de la propagation 
de la maladie.  
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Figure 12: Modèle de prolifération tumorale cellulaire.  a) Le modèle stochastique. Les cellules tumorales 
sont hétérogènes, et chaque cellule possède une faible mais équivalente probabilité de proliférer de manière 
extensive, de sorte à former de nouvelles tumeurs. En accord avec ce modèle, les changements génétiques 
conduisant au développement et à la progression de la maladie sont effectifs dans toutes les cellules tumorales. 
b) Le modèle Cellule Souche Cancéreuse. Les cellules tumorales sont hétérogènes, et bien que la plupart de ces 
cellules possèdent une capacité de prolifération limitée, seulement une petite population de cellules souches est 
capable d’initier la formation de nouvelles tumeurs. Adapté de Wang and Dick, TRENDS in Cell Biology  2005 
(Wang and Dick, 2005). 
 
La mise en évidence de l’existence d’une CSL a été apportée par les travaux de 
l’équipe de John Dick sur des modèles murins. La transplantation de cellules primaires de 
LAM dans des souris immunodéficientes SCID (Lapidot et al., 1994) ou NOD-SCID (Bonnet 
and Dick, 1997; Sutherland et al., 1996) a permis de démontrer que seulement une fraction 
minoritaire de cellules, les SL-IC (SCID Leukemia-initiating Cells), est susceptible d’initier 
la LAM et de maintenir la croissance du clone leucémique à long terme in vivo. En plus de 
leur capacité à se différencier et à proliférer, les expériences de xéno transplantation en série 
ont démontré que les SL-IC possèdent un fort potentiel d’autorenouvellement. La fréquence 
des cellules SL-IC a été estimée par des expériences de dilution limite entre 0.2 et 100 pour 
106 cellules mononuclées (Bonnet and Dick, 1997; Passegue et al., 2003). Ces cellules SL-IC 
ne sont présentes que dans la fraction cellulaire CD34+ CD38- (environ 0,2 à 1% des cellules 
totales) et absentes des compartiments CD34+ CD38+ ou CD34-.  
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Figure 13: Essais fonctionnels de l’existence d’une CSH ou CSL chez l’animal. Les expériences de xéno 
transplantation de cellules primaires dans des souris immunodéficientes SCID ou NOD/SCID sont devenues le 
rationnel d’évaluation pour l’autorenouvellement ainsi que pour le potentiel de reconstitution de l’hématopoïèse 
par les CSH ou les CSL. D’après Huntly and Gilliland, Nat Rev Cancer 2005 (Huntly and Gilliland, 2005). 
 
2.2. Caractérisation des CSL 
 Elle repose sur les mêmes approches que celles employées pour l’étude des CSH 
(techniques de cytométrie de flux et de tri cellulaire).     
 D’un point de vue phénotypique, les CSL sont, comme les CSH normales, le plus 
souvent CD34+ CD38- HLA-DR- Lin- CD71- (récepteur à la transferrine) (Blair et al., 1998; 
Bonnet and Dick, 1997). Cependant, plusieurs groupes ont montré une expression 
différentielle de certains marqueurs entre CSL et CSH. Par exemple, les travaux de Blair ont 
mis en évidence que le CD90 (Thy1) et le CD117 (récepteur c-Kit) sont préférentiellement 
exprimés sur les CD34+CD38- normales (Blair et al., 1997; Blair and Sutherland, 2000). 
Ainsi, l’absence de ces deux marqueurs sur les CSL suggère soit que la CSH n’est pas la 
cellule initialement ciblée lors du processus de leucémogenèse, soit que ce processus a induit 
de façon précoce une inhibition d’expression de ces deux protéines membranaires. Par contre, 
l’expression du CD123 (chaîne alpha du récepteur à l’IL-3), (Jordan and Guzman, 2004) de 
l’antigène récemment décrit CLL-1 (C type lectin-like molecule-1) (van Rhenen et al., 2007) 
et du CD96 (Hosen et al., 2007) sont préférentiellement présents à la surface des CSL. En 
résumé, à l’heure actuelle, le phénotype proposé permettant d’isoler une sous population 
Chapitre I                                                                                                          Origine des CSL 
     40
enrichie  en CSL est le suivant : CD34+ CD38- CD123+ CD96+ CLL+ HLA-DR-  Lin- CD71- 
CD90- CD117-. Au cours de mon travail de thèse, nous avons réalisé des expériences sur des 
CSL isolées sur la base du phénotype CD34+ CD38- CD123+. 
2.3. L’origine cellulaire des CSL 
Dans les LAM, tout comme dans la plupart des cancers, la nature de la cellule subissant 
les étapes précoces de l’oncogenèse reste encore aujourd’hui inconnue. Etant donné qu’il 
existe de nombreuses similarités entre les CSH et les CSL, 3 scénarios sont avancés dans la 
littérature pour expliquer le processus de leucémogenèse (Jordan and Guzman, 2004; 
Passegue et al., 2003).  
• La CSH est la cible de l’événement oncogénique pour deux raisons fondamentales. 
Premièrement, comme les CSH possèdent la machinerie d’autorenouvellement 
naturellement activée, il est donc plus simple de maintenir cette capacité plutôt que de 
l’activer de manière ectopique. Deuxièmement, le fait que les cellules souches persistent 
tout au long de la vie de l’individu augmente la probabilité d’accumulation de mutations 
supplémentaires, favorisant le passage d’un état pré LSC vers un état LSC. 
• La mutation initiale survient dans la CSH, ce qui conduit à la différenciation vers un état 
progéniteur myéloïde pré leucémique qui subira des mutations secondaires pour aboutir 
à la genèse d’une LSC.  
• Les progéniteurs plus matures subissent une mutation initiale (acquisition du potentiel 
d’autorenouvellement) suivies d’anomalies secondaires conduisant à la LSC. 
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Figure 14: Modèles de leucémogenèse. La figure représente les 3 scénarios possibles de l’évolution de la 
LAM. a) La CSH normale est la cible de l’événement oncogénique, conduisant ainsi à une cellule pré 
leucémique qui évolue définitivement en CSL suite à l’acquisition de mutations secondaires. b) La CSH normale 
est la cible de l’événement oncogénique, ce qui conduit à la différenciation vers un état progéniteur myéloïde pré 
leucémique qui évolue définitivement en CSL suite à l’acquisition de mutations secondaires. c) Le progéniteur 
myéloïde commun CMP plus mature subit l’événement mutationnel initial, c'est-à-dire l’autorenouvellement, 
puis la survenue d’anomalies secondaires conduit à la naissance d’une CSL. D’après Jordan and Guzman, 
Oncogene  2004  (Jordan and Guzman, 2004). 
 
Contrairement aux blastes leucémiques, et comme les CSH normales, les CSL sont 
majoritairement quiescentes (environ 96% des cellules sont en phase G0 du cycle cellulaire 
(Guzman et al., 2001), résistantes aux agents conventionnels de chimiothérapie (via 
l’expression de plusieurs gènes de multi résistance aux drogues comme la PgP, MRP1 et LRP 
(de Figueiredo-Pontes et al., 2008) et s’autorenouvellent (rôle des voies Wnt/βcaténine ou 
Notch, de Bmi-1 et des gènes Hox (Dick, 2003; Huntly and Gilliland, 2005; Lessard and 
Sauvageau, 2003).                           
Par ailleurs, quelques études ont démontré que les cellules leucémiques (CSL et bulk) 
présentent une activation constitutive et aberrante de certaines voies de signalisation qui 
interviennent dans la régulation de la prolifération, de la croissance et de la survie cellulaire. 
2.4. Mécanisme d’oncogenèse dans les LAM 
L’étude des mécanismes moléculaires aboutissant au phénotype leucémique a permis de 
mettre en évidence un processus à plusieurs étapes nécessitant la coopération d’au moins deux 
événements oncogéniques (Chan et al., 2004). 
• Des mutations de classe II qui remanient des FT et induisent un blocage de la 
différenciation cellulaire. C’est le cas de la plupart des translocations chromosomiques 
récurrentes observées dans les LAM. On citera par exemple les translocations 
t(8;21)(q22;q22), les inversions du chromosome 16, inv16(p13;q22)/t(16;16)(p13;q22), la 
translocation t(15;17)(q22;q21) ou encore les translocations multiples impliquant le gène 
MLL en 11q23. Des mutations de gènes de facteurs de transcription impliqués dans la 
différenciation myéloïde (CEBPa, MLL, GATA-1) peuvent également expliquer ce 
blocage (Chan et al., 2004). 
• Des mutations de classe I qui affectent des RTK ou des enzymes clés de la 
signalisation intracellulaire, conférant ainsi aux cellules de LAM un avantage en 
terme de prolifération et de survie cellulaire. Citons par exemple le récepteur 
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• membranaire FLT3 muté et constitutivement actif dans 30 à 40% des cas. Des mutations 
activatrices du récepteur c-Kit, du récepteur FMS et des protéines Ras (N-Ras et K-Ras) 
sont également décrites. Toutes ces mutations, le plus souvent exclusives et représentant 
environ 60% des LAM, aboutissent à l’activation constitutive de voies d’aval de 
survie/prolifération cellulaire comme la voie des Mitogen-Activated Protein Kinases 
(MAPK), des Phosphoinositides 3-kinases (PI3K)/ Akt (ou Protein Kinase B), des Signal 
Transducer and  Activator of Transcription (STAT) ou du Nuclear Factor κB (NF-κB) 
(Recher et al., 2005b; Speck and Gilliland, 2002). 
Ces voies de transduction du signal seront détaillées ultérieurement.  
 
2.5. Rôle du microenvironnement 
L’adhésion cellulaire à la MEC et aux cellules stromales médullaires ainsi que les 
facteurs solubles (cytokines, morphogènes) influencent l’autorenouvellement, la prolifération 
et la différenciation des CSH (Wilson and Trumpp, 2006). Cette notion de niche 
hématopoïétique transposée à la CSL n’est pas encore bien étudiée dans les LAM 
(contrairement au myélome multiple ou aux tumeurs solides), mais il est très vraisemblable 
que les différents composants de cette niche interagissent avec les cellules leucémiques, 
influençant ainsi leur survie et la progression tumorale. La quasi-totalité des rechutes 
surviennent en effet dans la moelle osseuse, suggérant un rôle crucial et déterminant du 
microenvironnement sur les CSL.                     
Les travaux de De Waele (De Waele et al., 1999) démontrent que les CSL expriment à leur 
surface les intégrines α4β1 et α5β1, alors que ceux de Matsunaga (Matsunaga et al., 2003) 
montrent que l’expression de l’intégrine α4β1 à la surface des cellules leucémiques est un 
facteur de mauvais pronostic. De plus, il a été démontré que les blastes leucémiques sécrètent 
et expriment à leur surface plus de fibronectine (Vialle-Castellano et al., 2004), un composant 
majeur de la MEC interagissant avec les intégrines et fréquemment impliqué dans les 
phénomènes de résistance aux chimiothérapies (CAM-DR pour Cell Adhesion Mediated-Drug 
Resistance) (Shain and Dalton, 2001). Ainsi, les mécanismes de CAM-DR mis à jour dans les 
LAM incluent la surexpression de la CKI p27kip1, une activation de la voie PI3K/Akt/Bcl2 
(Matsunaga et al., 2003), de la voie NF-κB (De Toni et al., 2006) ou encore une inhibition de 
l’apoptose chimioinduite (par modification de l’activité de la topoisomérase II) (Hazlehurst et 
al., 2001).   
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Dans un travail réalisé au cours de ma thèse, j’ai étudié l’impact du Dasatinib (BMS 354825 
ou Sprycel®), nouveau médicament développé pour le traitement des LMC et puissant 
inhibiteur  de Bcr-Abl, des Src kinases et de c-Kit dans la CAM-DR des LAM à CBF (cf 
Chapitre III). Un article est en cours de rédaction.   
 
2.6. Perspectives thérapeutiques 
 Depuis plus de 10 ans, le traitement du sujet atteint de LAM repose sur la combinaison 
d’Ara C et d’anthracycline (Daunorubicine ou Idarubicine). Cette stratégie thérapeutique cible 
préférentiellement les cellules leucémiques proliférantes et épargne souvent la population des 
CSL (notamment quiescente et exprimant de nombreuses protéines d’efflux des drogues). Une 
meilleure compréhension de la biologie des CSL permettra donc aux cliniciens d’élaborer une 
thérapeutique visant à cibler et à induire spécifiquement l’apoptose des CSL, afin d’éradiquer 
définitivement la maladie tout en maintenant le contingent normal.    
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 15: Ciblage thérapeutique des CSL. a) Actuellement, le traitement des LAM repose sur l’utilisation 
d’agents conventionnels de chimiothérapie qui ciblent préférentiellement toutes les cellules leucémiques (en 
gris) qui possèdent la propriété de proliférer de manière extensive. Cependant, il est probable que cette approche 
épargne la population des CSL, population quiescente, résistante aux génotoxiques et à l’origine des nombreuses 
rechutes observées dans cette pathologie. b) Une meilleure compréhension de la biologie des CSL permettra 
d’adapter une thérapeutique spécifique et efficace envers cette population cellulaire. Une telle thérapeutique,  
utilisée en monothérapie ou en association avec des agents conventionnels de chimiothérapie, devrait conduire à 
l’involution de la tumeur, et potentiellement à une rémission complète de la maladie, de sorte à foncièrement 
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améliorer le taux de réponse initial et la survie globale. Adapté de Huntly and Gilliland, Nat Rev Cancer 2005 
(Huntly and Gilliland, 2005). 
Bien que toutes les voies de transduction du signal contrôlant la survie des CSL ne soient pas 
encore clairement identifiées, l’un des challenges thérapeutiques actuel réside en 
l’identification de stimuli apoptotiques. Ainsi, on distingue actuellement deux approches : le 
ciblage des CSL avec des drogues qui affectent des voies de signalisation dérégulées dans 
les CSL et influencées par le microenvironnement ; et le ciblage des CSL avec des Ac ciblant 
les molécules préférentiellement exprimées sur les CSL.  
a). Ciblage des CSL avec les drogues 
 
Une approche consiste à bloquer la voie NF-κΒ constitutivement activé dans les CSL. 
Les travaux de Guzman (Guzman et al., 2001; Jordan and Guzman, 2004) démontrent que 
l’inhibiteur du protéasome, MG132, inhibe l’activation de NF-κΒ via la stabilisation de son 
inhibiteur IκΒ, induit l’apoptose des cellules CD34+CD38-CD123+ leucémiques alors que les 
cellules normales qui ne présentent pas d’activité dérégulée de ce FT sont résistantes. Sur la 
base de ces travaux, un essai de phase I/II avec le Bortezomib, un inhibiteur du protéasome, 
est en cours dans les LAM (Attar et al., 2008).            
Une autre cible thérapeutique attractive est la voie de transduction du signal PI3K/Akt 
puisque les kinases Akt et mTOR (une cible d’aval) sont retrouvées activées dans une 
proportion importante d’échantillons de patients. De façon intéressante, la combinaison entre 
des inhibiteurs de PI3K ou de mTOR et l’Ara C ou l’étoposide induit l’apoptose des blastes 
leucémiques et diminue l’abondance des CSL (Xu et al., 2003; Xu et al., 2005a). 
Enfin, une autre approche consiste à cibler les voies régulant le potentiel 
d’autorenouvellement des CSL. Par exemple, des traitements avec des inhibiteurs de la voie 
Wnt (dans les LMC) ou des inhibiteurs de la voie Notch1 (inhibiteur de la γ-sécrétase dans 
les LAL) semblent donner des résultats encourageants dans ces pathologies, bien que l’impact 
sur les CSL ne soit pas encore bien défini. Cependant, le problème majeur avec les 
traitements visant les voies Wnt et Notch est la toxicité envers les CSH normales puisque ces 
voies de signalisation semblent être impliquées dans l’autorenouvellement des CSH et des 
CSL.  
b). Ciblage des CSL avec des Ac 
 
 Le point crucial dans cette stratégie est la spécificité d’expression des molécules de 
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surface. Par exemple, le CD33, une protéine d’adhésion trouvée exprimée à la surface des 
précurseurs myélomonocytiques et des blastes de LAM (85 à 90%), est aussi présent sur les 
CSL de certains malades (Taussig et al., 2005). Le Mylotarg® ou gemtuzumab ozogamicin 
(GO), un Ac monoclonal anti-CD33 humanisé conjugué avec la calicheamycine, induit la 
rémission complète chez des sujets âgés de 60 ans ou plus dans 13% des cas (Tsimberidou et 
al., 2006). Bien que partiellement démontré, il semble que l’activité du GO soit le reflet de 
l’apoptose induite des CSL CD33+. Cependant, une pancytopénie prolongée, et non pas une 
neutropénie isolée, est observée chez la plupart des patients traités par le GO, ce qui pourrait 
refléter une expression du CD33 sur certaines CSH normales (Taussig et al., 2005).                    
Une autre cible rationnelle spécifiquement exprimée à la surface des CSL est le CD123 qui 
code pour la chaîne α du récepteur à l’IL-3. Une protéine chimérique, résultant de la fusion 
entre la toxine diphtérique (tronquée à l’acide aminé 388) et le cDNA de l’IL-3, tue 
sélectivement les blastes leucémiques tout en épargnant les progéniteurs hématopoïétiques 
normaux. De façon intéressante, cette protéine de fusion est efficace sur les CSL puisqu’elle 
diminue significativement la prise de greffes de cellules de LAM dans un modèle NOD-SCID 
(Hogge et al., 2004).                                       
L’intégrine α4β1 est exprimée à la surface des CSL et permet notamment l’interaction des 
blastes à la FN au sein de la niche hématopoïétique, protégeant ainsi les cellules leucémiques 
d’une apoptose chimioinduite in vitro via l’activation du relais de signalisation 
PI3K/Akt/Bcl2 (Matsunaga et al., 2003). De plus, Matsunaga et ses collaborateurs démontrent 
que la combinaison entre un AC bloquant α4β1 et l’Ara C éradique la maladie résiduelle dans 
des expériences de xéno transplantation.                          
Une autre cible thérapeutique attrayante est CLL-1, molécule d’adhésion de fonction mal 
connue exprimée préférentiellement sur les CSL (dans 92% des cas analysés) mais pas sur les 
CSH CD34+ CD38-. Bien que les AC anti-CLL-1 ne semblent pas bloquer la prise de greffe 
ou influer sur la viabilité des CSL, certains AC seraient internalisés, ouvrant ainsi la 
possibilité d’un couplage de l’AC à certaines toxines comme la calicheamycine, de sorte à 
produire une réponse cytotoxique (Bakker et al., 2004).           
Une autre molécule d’adhésion, CD44, surexprimée à la surface des CSL en comparaison des 
CSH, a récemment émergée comme nouvelle cible thérapeutique pertinente. Cette 
glycoprotéine membranaire est le récepteur de l’acide hyaluronique, de la FN, de la sélectine 
ou encore de l’ostéopontine. Sa forme pleine taille est ubiquitaire alors que grâce à des 
épissages alternatifs elle peut exister dans plus de 20 isoformes différentes. L’expression du 
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variant 6 du CD44 chez des patients atteints de LAM corrèle avec une survie globale plus 
faible (Legras et al., 1998). De plus, elle possède des fonctions pléiotropiques telles que le 
homing et la migration cellulaires, la différenciation ou la prolifération. Elle joue également 
un rôle dans l’inflammation, dans les contacts cellules-cellules et cellules-MEC ainsi que dans 
la protection contre l’apoptose chimioinduite (Ghaffari et al., 1999; Pure and Cuff, 2001). 
L’engagement du CD44 par certains AC monoclonaux (clones H90 et A3D8) induit la 
différenciation des cellules de LAM (particulièrement les sous-types M1 à M5) (Charrad et 
al., 1999) et dans certains cas, l’apoptose et le blocage de prolifération des blastes 
leucémiques (Charrad et al., 2002). De plus, une étude récente d’un groupe français associé au 
groupe de John Dick (Jin et al., 2006) démontre que la ligation du CD44 par l’Ac H90 
éradique spécifiquement les CSL in vivo, notamment en bloquant leurs capacités de homing 
au sein de la niche hématopoïétique et en inhibant la prise de greffe des cellules CD34+ CD38- 
dans les souris NOD-SCID.   
 
3. Dérégulation des voies de signalisation dans les LAM  
 La plupart des modèles de leucémogenèse ont montré que l’introduction de TK 
activées (FLT3-ITD, TEL-PDGFRα, TEL-Jak2 ou BCR-ABL) ou d’enzymes clés de la 
transduction du signal (Ras) dans des CSH de souris est insuffisante pour induire une 
leucémie aiguë mais suffit au développement de syndromes myéloprolifératifs. Ces résultats 
suggèrent donc un rôle important des TK dans le contrôle de relais de signalisation favorisant 
des processus de prolifération et de survie cellulaires, notamment via l’activation constitutive 
de voies de signalisation telles que celles des MAPK, de la PI3K/Akt, des STATs et de NF-
κΒ. Par contre, afin d’induire un phénotype leucémique dans un modèle murin, ces anomalies 
des TK doivent être associées à des mutations qui remanient des FT (Chan et al., 2004; Kelly 
et al., 2002; Tomasson et al., 2001).                                                                            
La plupart des études réalisées sur les voies de transduction du signal dans les LAM ont été 
réalisées sur les cellules du bulk leucémique. Par contre, grâce à l’apport de la cytométrie de 
flux (CMF), le niveau d’activation des ces voies de signalisations intracellulaires dans le 
compartiment des CSL commence à donner quelques notions intéressantes (Bardet et al., 
2006; Guzman et al., 2001). 
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3.1. La voie des STATs 
a). Fonctions /structure 
 
Les protéines STAT1 et STAT2 ont été identifiées au début des années 1990 comme 
des FT activés en réponse à une stimulation par l’IFN. Les STATs possèdent une dualité 
d’action car elles peuvent agir à la fois en tant que FT ou protéines de signalisation. Une 
fois activées par différents mécanismes qui seront détaillés plus bas, les STATs vont réguler 
l’expression de gènes impliqués dans des processus qui favorisent la prolifération et la survie 
cellulaires.  
Chez les mammifères, il existe sept membres de la famille des FT STATs : STAT1, STAT2, 
STAT3, STAT4 STAT5a, STAT5b et STAT6. Ils sont regroupés sur trois régions 
chromosomiques (Darnell, 1997) et présentent de nombreux domaines structuraux communs 
et importants pour leur régulation. On distingue les domaines suivants : 
• Un domaine NH2 terminal impliqué dans la tétramérisation des STATs 
• Un domaine « coiled-coil » 
• Un domaine de liaison à l’ADN 
• Un domaine SH2, essentiel à l’activation et à la fonction des STATs, suivi d’un résidu 
tyrosine phosphorylable.  
• Un domaine « linker » 
• Un domaine carboxy terminal de transactivation qui stimule la transcription 
 
b). Mécanisme d’activation 
 
Il existe plusieurs mécanismes moléculaires rendant compte de l’activation des STATs. 
La voie canonique JAK (Janus tyrosine Kinase) /STAT est activée en aval des 
récepteurs aux cytokines. Suite à la fixation du ligand sur le récepteur, ce dernier se dimérise 
et induit l’activation par transphosphorylation des kinases JAKs constitutivement associées au 
domaine intracytoplasmique du récepteur. Une fois phosphorylées, les protéines JAKs (quatre 
membres chez les mammifères JAK1, JAK2, JAK3 et TYK2) phosphorylent à leur tour les 
résidus tyrosines du récepteur, au niveau du domaine intracellulaire, et ces tyrosines 
phosphorylées permettent le recrutement des protéines STATs cytoplasmiques via leur 
domaine SH2. Ainsi, une fois associées au récepteur, les protéines STATs qui sont 
phosphorylées sur un résidu tyrosine conservé par les protéines JAKs vont s’associer entre 
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elles (via le domaine SH2 d’une STAT et la tyrosine phosphorylée de l’autre STAT) pour 
former un hétéro ou un homo dimère. Les dimères de STATs phosphorylés sont ensuite 
transloqués du cytoplasme vers le noyau où leur domaine de liaison à l’ADN interagit avec 
une séquence consensus palindromique dite GAS (Gamma Activated Site). 
Les STATs peuvent également être activées par des RTK. A titre d’exemple, l’EGF-R ou le 
PDGF-R possèdent une activité protéine kinase intrinsèque et sont capables de phosphoryler 
directement les protéines STATs et JAKs (Leaman et al., 1996; Vignais et al., 1996). De 
façon alternative, il a également été décrit que les RTK peuvent phosphoryler les STATs via 
le recrutement de protéines tyrosines kinases non récepteur (Wang et al., 2000). Des 
protéines tyrosines kinases non réceptrices (TKNR) comme les kinases de la famille Src 
peuvent activer par phosphorylation les STATs. Par exemple, suite à l’activation du récepteur 
à l’IL-3, il a été rapporté que le STAT3 est activé par c-Src et non par les JAKs (Chaturvedi et 
al., 1998; Reddy et al., 2000).                                                           
Enfin, il a également été décrit que les RCPG participent à l’activation des STATs. 
Madamanchi et ses collaborateurs démontrent notamment que les modules JAK2/STAT1 et 
JAK2/STAT3 sont activés dans les cellules musculaires lisses vasculaires de rats stimulées 
par la thrombine (Madamanchi et al., 2001). 
 
c). Régulation 
 
         La régulation des STATs fait intervenir différents mécanismes qui semblent varier selon 
le contexte cellulaire et les divers stimuli mis en jeu. Citons de manière non exhaustive 
quelques éléments régulant de manière positive ou négative la localisation et l’activité des 
STATs. Par exemple, concernant le transport nucléo cytoplasmique, l’importine α5, un des 
récepteurs de transport nucléaire de la famille des importines/karyophérines, reconnaît la 
séquence NLS (Nuclear Localization Sequence) de STAT1 et l’adresse au noyau en 
s’associant également à l’importine β. Notons également le rôle important de la tyrosine 
phosphatase nucléaire TC45 qui déphosphoryle STAT1 et STAT3 et permet donc leur retour 
dans le cytoplasme (Haspel and Darnell, 1999; Ibarra-Sanchez et al., 2000). 
Les tyrosines phosphatases cytoplasmiques telles que SHP-1, SHP-2 ou PTP1b régulent 
négativement l’activité des STATs en déphosphorylant les tyrosines des récepteurs ou les 
domaines kinases des JAKs (Aoki and Matsuda, 2000; David et al., 1995; You et al., 1999).                 
La régulation de l’activité des STATs est surtout dépendante des protéines de la famille 
SOCS (Suppressor Of Cytokine Signalling) induites en réponse à une stimulation cytokinique. 
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Les protéines de la famille SOCS (composée de huit membres) interagissent, via leur domaine 
central SH2, soit directement avec les protéines JAKs, inhibant leur activité kinase, soit 
directement avec le récepteur, bloquant le recrutement des STATs. De plus, les SOCS 
possèdent dans leur partie carboxy terminale une « SOCS box » qui leur permet d’interagir 
avec le système d’ubiquitine transférase (composé des molécules Elongines B et C, RBX2, 
Culline 5 et l’ubiquitine ligase E2). Ainsi, les SOCS sont des E3 ubiquitines ligases qui 
médient la dégradation protéosomale des protéines avec lesquelles elles s’associent via leur 
domaine amino terminal, comme par exemple les récepteurs aux cytokines, les JAKs et les 
SOCS elles-mêmes (Alexander, 2002; Yoshimura et al., 2007). 
 
d). Statut dans les LAM 
 
Une activation constitutive des STATs est observée dans environ 70% des échantillons 
primaires de LAM, bien que ce pourcentage varie considérablement selon les études. 
(Birkenkamp et al., 2001). Plusieurs groupes de recherche ont démontré l’activation 
constitutive des STATs dans les lignées ainsi que dans les échantillons primaires de LAM. 
L’expression des kinases JAKs est hétérogène tandis que les protéines STAT1 et STAT3 sont 
exprimées dans la majorité des cas (Biethahn et al., 1999). Sur 36 sujets analysés, Xia et ses 
collaborateurs ont observé que STAT5b est exprimé dans 78% des cas alors que STAT5a 
n’est pas retrouvé exprimé (Xia et al., 1998).                                 
D’autre part, l’équipe de Saito (Okamoto et al., 2007) démontre que STAT5 est activé 
constitutivement dans 80% des échantillons alors que STAT3 ne l’est que dans 23% des cas. 
De façon intéressante, ils ont également observé que la moitié des patients analysés (n=50) 
présente une activation simultanée de STAT3, STAT5 et des MAPK. Dans une autre étude, 
STAT3 est retrouvé sous forme active dans 44% des cas et représente un facteur pronostic 
péjoratif, avec une survie sans maladie et une survie globale significativement plus courte 
(Benekli et al., 2002). 
Le mécanisme exact d’activation de la voie JAK/STAT dans les LAM reste encore à ce jour 
mal connu. Un mécanisme expliquant l’activation constitutive des STATs pourrait être la 
production de cytokines hématopoïétiques par les blastes leucémiques, stimulant de manière 
autocrine et/ou paracrine la voie JAK/STAT. De façon analogue, dans le myélome multiple, 
la sécrétion d’IL-6 par les cellules transformées semble être la cause de l’activation 
constitutive de STAT3 (Schuringa et al., 2000). 
Chapitre I                                                                                                      La voie des MAPK 
     50
Ces activations anormales peuvent être aussi corrélées à des mutations affectant les RTK c-
Kit (Ning et al., 2001) ou FLT-3 (Mizuki et al., 2000; Okamoto et al., 2007; Zhang et al., 
2000), à certaines translocations peu fréquentes TEL-JAK2 (Lacronique et al., 1997) ou 
encore au réarrangement STAT5b-RARα (Arnould et al., 1999). 
 
3.2. La voie des MAPK 
Les MAPK (Mitogen Activated Protein Kinase), activées en réponse à divers stimuli et 
résultant de l’activation en cascade de protéines kinases, sont classées en trois groupes : 
• La voie ERK ou Extra signal-Regulated Kinase, comprenant ERK1, ERK2 et ERK3, 
activée en réponse aux FC, aux cytokines et en aval des intégrines. Elle est impliquée 
dans des phénomènes mitogéniques et anti-apoptotiques.  
• La voie p38 MAPK, comprenant quatre isoformes p38α, p38β, p38γ et p38δ est 
activée en réponse au stress, aux cytokines inflammatoires, aux FC et en aval des 
RCPG. Elle intervient dans le contrôle de l’apoptose, l’arrêt du cycle cellulaire, la 
différenciation cellulaire, l’inflammation et la production de cytokines. 
• La voie JNK (c-Jun NH2-terminal Kinase), composée de trois membres (JNK1, JNK2 
et JNK3) est activée en réponse au stress, aux cytokines inflammatoires, aux FC et en 
aval des RCPG. Elle intervient, comme la voie p38, dans le contrôle de l’apoptose, 
l’arrêt du cycle cellulaire, la différenciation cellulaire, l’inflammation et la production 
de cytokines. 
Nous nous focaliserons sur la voie RAS/ERK.  
 
a). Mécanisme d’activation de Ras 
 
Harvey (H-RAS), Kirsten (K-RAS) and N-RAS sont des petites protéines ubiquitaires 
(21kDa) qui lient le GDP et le GTP et qui sont impliquées dans la régulation de l’expression 
génique, de la prolifération, de la différenciation, de la morphologie et de l’apoptose. Les 
GTPases RAS oscillent entre un état inactif, lié au GDP et un état actif, lié au GTP. Leur 
cycle d’activation est finement régulé, soit par des régulateurs positifs ou GEF (Guanine 
nucleotide Exchange Factor) qui catalysent l’échange du GDP en GTP, soit par des 
régulateurs négatifs ou GAP (GTPases Activating Protein) qui favorisent le retour à l’état 
inactif lié au GDP. On peut citer notamment les GEF SOS1 et SOS2 (Son Of Sevenless) qui 
possèdent un domaine PH (Pleckstrin Homology) indispensable pour leur interaction avec les 
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lipides membranaires, (Boguski and McCormick, 1993) ou bien la GAP NF1 (Neurofibromin 
1) qui présente une perte de fonction dans 15% des leucémies myélomonocytaires juvéniles 
(Miles et al., 1996; Shannon et al., 1994). Enfin, il est important de noter que la localisation 
de RAS à la membrane plasmique requière son isoprénylation (ajout de manière covalente 
d’un groupement farnesyl puis palmitoyl) au niveau de la « boîte CAAX » présente dans la 
partie carboxy terminale (Denhardt, 1996).      
 
b). Mécanisme d’activation de la cascade RAF/MEK/ERK 
 
RAS-GTP conduit à l’activation de plusieurs voies de signalisation d’aval, comme par 
exemple la voie RAS/PI3K/Akt impliquée dans la prolifération/survie cellulaire, la voie 
RAS/PI3K/Rac impliquée dans la motilité cellulaire et l’organisation du cytosquelette ou 
encore la voie RAS/RAF/ERK1/2 que nous allons résumer rapidement. (Stirewalt et al., 2003)  
La voie ERK est impliquée dans les phénomènes mitogéniques et anti-apoptotiques et son  
activation implique une double phosphorylation, sur des résidus thréonine et tyrosine, 
présents au niveau de motifs spécifiques (ThrXaaTyr) situés dans les boucles d’activation.                
RAS-GTP permet le recrutement membranaire de la kinase RAF, protéine initialement 
cytosolique et inhibée car complexée aux protéines chaperonnes 14.3.3 et HSP (Heat Shock 
Protein). Ce recrutement à la membrane induit un changement conformationnel de RAF qui 
va alors être phosphorylée sur sérine/thréonine par la PKC (Protein Kinase C). RAF activé 
permet le recrutement du complexe encore inactif MEK/ERK, et ce choix est guidé par des 
chaperonnes spécifiques. Ensuite, RAF phosphoryle et active MEK, qui en retour va activer 
par phosphorylation ERK1 et ERK2. Une fois activées par phosphorylation, les protéines 
ERK1 et ERK2 vont transloquer du cytoplasme vers le noyau où elles vont pouvoir 
phosphoryler sur sérine/thréonine leurs cibles, au niveau de séquences consensus riches en 
proline [PX(S/T)P].   
 
c). Régulation des MAPK 
 
La régulation de la voie RAS/RAF/MEK/ERK s’effectue principalement en aval de 
RTK stimulés par différents FC. A titre d’exemple, la fixation de l’EGF (Epidermal Growth 
Factor) sur le RTK spécifique ErB1/EGFR induit la dimérisation du récepteur, la 
phosphorylation de tyrosines intra cytoplasmiques qui permettent le recrutement le protéines 
adaptatrices Grb2, Shc ou GAB/SHP-2 via leur domaine SH2. Ainsi, ces « docking 
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protéines » vont servir de plateformes de signalisation en recrutant les protéines susceptibles 
d’activer la voie RAS/RAF/MEK/ERK, comme par exemple les protéines SOS, Cbl/Crkl ou 
encore le module PI3K/Akt (Normanno et al., 2006; Sweeney and Carraway, 2000). Outre les 
RTK, il a été démontré que l’activation de RAS peut aussi être médiée par les TKNR en aval 
de récepteurs aux cytokines.                          
L’activité de ERK (phosphorylation sur des résidus tyrosine ou thréonine) est finement 
régulée par la déphosphorylation de l’un ou l’autre de ces résidus par des protéines tyrosine 
phosphatases (PTP), des sérines/ thréonine phosphatases ou des phosphatases à double 
spécificité. Citons par exemple les PTP STEP (Striatal Enriched Phosphatase) ou  PTP-SL 
(STEP-Like Phosphatase), les sérines/ thréonine phosphatases PP2A (Protein Phosphatase 
2A)  ou les phosphatases à double spécificité de la famille MKP (MAP Kinase Phosphatase). 
 
d). Statut dans les LAM 
 
L’activation aberrante des MAPK est un phénomène fréquent dans les LAM, estimée 
entre 50 et 83% des cas selon les séries (Milella et al., 2001; Ricciardi et al., 2005; Towatari 
et al., 1997). Les protéines N-RAS et K-RAS sont mutées respectivement dans 25 et 15% des 
échantillons primaires de LAM (Reuter et al., 2000) alors que RAF est muté dans un certain 
nombre de LAM de novo ou secondaires (Christiansen et al., 2005). Dans la série la plus large 
(138 patients), la phosphorylation de MAPK est détectée dans 74% des cas et cette activation 
anormale ne semble pas corrélée aux mutations de RAS mais plutôt à une activation de MEK, 
une hyperexpression de ERK et une diminution de l’expression de la phosphatase PAC1 qui 
régule négativement ERK (Kim et al., 1999). 
En plus de  l’activation par mutations, il semble que RAS puisse être dérégulé par l’activation 
constitutive de proto oncogènes et l’inactivation de suppresseurs de tumeurs. Par exemple,  il 
est clairement établi que les membres de la famille des RTK c-Kit, c-FMS et FLT3 induisent 
l’activation de la cascade de signalisation RAS/MAPK (Dosil et al., 1993; Rohrschneider et 
al., 1997). 
De même, la protéine phosphatase SHP-2 ou PTPN11, requise pour l’activation de la cascade 
des MAPK en régulant positivement RAS, présente des mutations gain de fonction dans 
environ 35% des leucémies myélomonocytaires juvéniles et dans environ 4 à 6% des LAM 
(Loh et al., 2004; Tartaglia et al., 2004; Tartaglia et al., 2003). A titre d’exemple, Konieczna I 
et ses collaborateurs (Konieczna et al., 2008) démontrent que l’activation constitutive de 
SHP2 synergise avec des souris haplo insuffisantes pour ICSBP (FT de réponse à 
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l’interféron), et conduit rapidement à l’apparition d’un phénotype leucémique dans un modèle 
de transplantation de moelle osseuse murine.  
Enfin, certaines protéines chimériques oncogéniques conduisent également à l’activation 
constitutive de la voie RAS/MAPK, comme par exemple, Tel-Abl, générée par la 
translocation chromosomique t(9;12) (Golub et al., 1996; Papadopoulos et al., 1995).             
Dans la partie II-C7, nous parlerons des différents travaux qui traitent de l’activation de la 
voie des MAPK dans les CSL.  
 
3.3. La voie du facteur NF-κB 
a). Structure /Fonctions 
 
NF-κΒ est un FT assemblé par la dimérisation de 5 sous unités (Re1A/p65, c-Re1, 
Re1B, p50/ NF-κΒ1 et p52/ NF-κΒ2) et qui interagit spécifiquement avec le facteur 
inhibiteur, IκB (IkBα, β ou γ), qui le retient sous forme inactive dans le cytoplasme. En 
réponse à de nombreux stimuli extracellulaires, comme par exemple les cytokines, NF-κΒ est 
rapidement activé, se dissocie d’IκB, transloque dans le noyau et se lie à l’ADN sur des 
séquences spécifiques pour réguler la transcription de gènes cibles impliqués dans le contrôle 
de l’apoptose, de la survie cellulaire, du cycle cellulaire, de l’inflammation et de la réponse 
immune.  
b). Mécanisme d’activation et régulation 
 
Deux voies de signalisation aboutissent à l’activation de NF-κΒ.                      
La voie classique, activée par les cytokines pro inflammatoires (IL-1β ou TNFα) et les 
infections microbiennes (LPS) ou virales, est définie par l’activation de l’hétérodimère p50-
p65 suite à la dégradation d’IκB par le complexe IKK. En effet, les stimuli extracellulaires 
activent l’hétéro trimère IKK (composée de deux sous unités catalytiques IKKα, ΙΚΚβ et 
d’une sous unité régulatrice IKKγ/NEMO) qui, en retour, phosphoryle et conduit à la 
dégradation par le protéasome 26S d’IκB. La voie classique conduit à l’expression de gènes 
codant pour des protéines de l’inflammation et de l’immunité innée (cytokines, chimiokines, 
molécules d’adhésion et enzymes).                              
La voie alterne, activée par les cytokines de la famille du TNF comme le récepteur β de la 
lymphotoxine (LTβR  ou Lymphotoxin β Receptor), BAFF (B cell-Activating Factor) ou le 
ligand du CD40, est définie par l’activation sélective de l’hétérodimère p52-pRe1B, suite au 
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« processing » du précurseur p100-pRe1B par l’homo dimère IKKα. La voie alterne joue un 
rôle central dans l’expression de gènes impliquée dans le développement et le maintien des 
organes lymphoïdes secondaires (cytokines, chimiokines).  
 
d). Statut dans les LAM 
En 1995, Dokter et ses collaborateurs (Dokter et al., 1995) sont les premiers à démontrer que 
NF-κB p50-p65 est fortement exprimé et constitutivement actif dans les cellules primaires de 
LAM CD34+ cultivées in vitro. En 2001, les travaux de Guzman (Guzman et al., 2001; Jordan 
and Guzman, 2004) démontrent qu’à la différence des progéniteurs normaux CD34+, les 
blastes leucémiques présentent une activation constitutive de NF-κB détectable par EMSA 
(Electrophoretic Mobility Shift Assay). Cette activation anormale est confirmée par l’étude de 
Bueso-Ramos dans 47% des cas de LAM. Cette même étude tend à démontrer que le niveau 
d’activation du  FT corrèle avec le niveau d’expression de la protéine anti-apoptotique Bcl-2, 
mais pas avec la classification WHO, la cytogénétique, la rechute ou le caractère de novo de 
la maladie (Birkenkamp et al., 2004; Bueso-Ramos et al., 2004).              
Les mécanismes d’activation de NF-kB ne sont pas encore clairement établis dans les LAM, 
bien qu’une augmentation de l’activité du complexe IKK soit observée (Baumgartner et al., 
2002). De plus, l’activation constitutive de NF-κB semble corréler à l’activité des voies 
RAS/MAPK et PI3K puisqu’un traitement par des inhibiteurs de ces relais (L-744832 pour 
RAS,  LY294002 pour la PI3K) bloque cette activité. Cependant, on ne peut exclure que cette 
activité soit dépendante d’une éventuelle boucle autocrine impliquant le ligand de Flt3, le 
GM-CSF, l’IL-1, l’IL6, ou le TNFα (Birkenkamp et al., 2004) De même, des travaux de 
l’équipe démontrent que la voie PYK2/ GSK3β/ NF-κB contrôle la survie cellulaire des 
blastes leucémiques mis en adhésion sur une matrice de FN (De Toni et al., 2006).                                 
Enfin, NF-κB joue également un rôle dans la réponse aux agents génotoxiques utilisés dans 
les traitements des LAM, limitant ainsi leur action cytotoxique. La plupart des agents 
chimiothérapeutiques générant (agents alkylants, anthracyclines, inhibiteurs de topoisomérase, 
cytosine arabinoside) ou non (vinca, alcaloides, taxanes) des dommages à l’ADN peuvent 
activer NF-κB possiblement via les PKC ou la voie PI3K/Akt.                    
Dans la partie 3.7, nous discuterons des données de la littérature décrivant l’activation de NF-
κB dans les CSL.  
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3.4. La voie des PKC 
a). Classification /Fonctions 
 
Les PKCs, famille de sérines thréonines kinases intracellulaires composée de 12 
isoformes, sont classées en trois groupes selon leurs caractéristiques biochimiques et 
structurales. On distingue ainsi les PKCs classiques calcium dépendantes α, βI, βII and γ; les 
PKCs nouvelles calcium indépendantes δ, ε, τ,  µ et ν et les PKCs atypiques calcium 
indépendantes ζ, and λ/ι. Les PKCs sont impliquées dans la transduction de signaux favorisant 
la prolifération cellulaire, la différentiation, l’apoptose et l’angiogenèse. Cependant, les 
isoformes des PKCs différent en terme de fonction biologique intrinsèque, de structure, de 
spécificité tissulaire, de localisation subcellulaire, de mode d’activation et de spécificité de 
substrat (Mackay and Twelves, 2007). 
 
b). Mécanisme d’activation 
 
Le diacylglycérol ou DAG joue un rôle central dans l’activation des PKCs, d’une part 
en augmentant l’affinité des PKCs pour la membrane plasmique, d’autre part en induisant le 
relargage du pseudo substrat inhibiteur du site de liaison des PKCs à leurs substrats.  
Les stimuli qui activent des RCPG, des RTK (comme VEGFR2) ou des TKNR (telles que Src 
ou Abl) conduisent à la production du DAG, soit rapidement par l’activation de 
phospholipases C (PLC), soit plus lentement par l’activation de phospholipases D (PLD) qui 
génèrent l’acide phosphatidique (PA), transformé en DAG. Les acides gras générés par la 
phospholipase A2 modulent également l’activité des PKC, tout comme les esters de phorbol, 
le céramide et le relargage de calcium intracellulaire (Mackay and Twelves, 2007; Newton, 
1995). 
c). Régulation 
 
La régulation de l’activation des PKCs s’effectue en deux étapes. Premièrement, 
l’enzyme est rendue catalytiquement compétente par une série de phosphorylations (trans et 
autophosphorylations). Deuxièmement, la fixation du DAG et des phosphatidylsérines (PS) 
induit la translocation à la membrane des PKCs et le relargage du pseudo substrat (Newton, 
1995). Une fois activées, les PKCs vont phosphoryler et activer plusieurs kinases, influençant 
notamment les voies de signalisation PI3K/Akt, MAPK, NF-κΒ ou GSK3. 
 
Chapitre I                                                                                              La voie Wnt/ β-caténine  
     56
d). Statut dans les LAM 
 
L’activité de ces PKCs dans les LAM est plus importante que dans d’autres 
hémopathies comme les LLC ou les LAL. Les PKCs peuvent réguler la résistance à la DNR 
en régulant l’activité de la PgP par phosphorylation et en induisant la production de céramide, 
second messager pro apoptotique généré lors d’un traitement par les anthracyclines (de 
Thonel et al., 2001; Laredo et al., 1994). La PKCα, activée et phosphorylée en réponse aux 
FC (VEGF, PDGF ou FGF), aux esters de phorbol, au PS ou au DAG régule l’expression de 
Bcl2 et est retrouvée fortement exprimée dans les LAM (Milella et al., 2001). De façon 
intéressante, Kornblau et ses collaborateurs démontrent dans une étude prospective (188 cas 
analysés) qu’un fort niveau d’expression de PKCα et de phospho-PKCα) est un facteur de 
mauvais pronostic dans les LAM, indépendamment des facteurs pronostics classiques (âge et 
cytogénétique) (Kornblau et al., 2006).                                           
Le niveau d’expression des autres PKCs n’est pas très bien établi dans les LAM. Toutefois, il 
a été décrit un rôle important de la PKC ζ dans la résistance à l’apoptose induite par Fas 
ligand des cellules leucémiques KG1a (de Thonel et al., 2001). 
 
3.5. La voie Wnt/ β-caténine 
a). Fonctions 
 
La voie de signalisation Wnt (Wingless) joue un rôle important au cours du 
développement embryonnaire en modulant l’expression de signaux intercellulaires qui 
contrôlent la croissance, la migration, le déterminisme et la polarisation cellulaires. Cette voie 
Wnt joue également un rôle crucial dans l’établissement et le maintien du programme d’auto-
renouvellement des cellules souches embryonnaires, germinales et somatiques (Reya and 
Clevers, 2005). Que ce soit au cours du développement ou de la carcinogenèse, la clé de voûte 
de cette voie est la β-caténine. Cette protéine, qui possède un rôle de co-activateur de la 
transcription, joue également un rôle dans l’adhérence cellulaire grâce à son association avec 
la cadhérine E et l’actine du cytosquelette, particiapnt à la formation dles jonctions 
d’adhérence (gap jonction).                                      
Une activation anormale de la voie canonique Wnt/ β-caténine, couramment appelée voie 
APC (Adenomatous Polyposis Coli)/ β-caténine/ TCF (T-Cell Factor), est fréquemment 
retrouvée dans un grand nombre de cancers (Mikesch et al., 2007). 
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b). Mécanisme d’activation de la voie canonique 
 
Lorsque la voie Wnt est inactive, la β-caténine est dégradée tandis que lorsque la voie 
Wnt est active, la β-caténine est transloquée dans le noyau où elle exerce ses fonctions.       
Dans la position «OFF», la β-caténine est partie intégrante d’un complexe multi protéique 
composé de l’Axine, de la protéine phosphatase PP2A, de la Glycogène Synthase Kinase 3β 
(GSK3β), la caséine kinase α (CKIα) et d’APC. Au sein de ce complexe, l’interaction entre 
l’Axine et la GSK3β semble favoriser la phosphorylation de la β-caténine sur des résidus 
sérine et thréonine, processus qui permettra l’ubiquitinylation de la β-caténine et sa 
dégradation ultérieure par la voie du protéasome.                                
La position «ON» est obtenue de manière différente selon qu’il s’agit d’un processus normal 
du développement ou d’un processus néoplasique. Dans les cellules normales, l’activation des 
récepteurs Frizzled et du co-récepteur LRP5/6 (Low-density lipoprotein–Receptor-related-
Protein family) après fixation du ligand Wnt conduit à la phosphorylation de la protéine 
Dishevelled (Dsh) qui, s’associe à l’Axine et empêche la GSK3β de phosphoryler ses 
substrats, notamment la β-caténine. Dans les cellules tumorales, indépendamment de toute 
activation du récepteur Frizzled, c’est l’inactivation ou l’activation des gènes codant pour des 
protéines impliquées dans le complexe phosphorylant la β-caténine qui bloque la dégradation 
de la β-caténine. A titre d’exemple, des mutations de l’APC, de l’axine ou encore de la β-
caténine (mutations activatrices dans l’exon 3 au niveau des sites de phosphorylation) sont 
fréquemment retrouvées dans différents cancers. 
Dans tous les cas, lorsqu’elle n’est pas dégradée, la β-caténine s’accumule dans le cytoplasme 
puis transloque dans le noyau où elle s’associe aux FT TCF/LEF (T-Cell Factor/Lymphocyte-
Enhancer-binding Factor), modulant ainsi leur activité et activant (ou inactivant) l’expression 
d’un grand nombre de gènes cibles comme par exemple c-MYC (Nelson and Nusse, 2004; 
Nusse, 2008). 
De plus, deux articles récents (Jeannet et al., 2008; Koch et al., 2008) démontrent que la 
délétion conditionnelle de la β-caténine dans les progéniteurs hématopoïétiques n’affecte pas 
leur capacité à s’autorenouveller et à reconstituer les lignages myéloïdes, érythroïdes et 
lymphoïdes. L’ensemble de ces résultats n’est pas en faveur d’un rôle essentiel de la voie Wnt 
canonique dans l’hématopoïèse, et suggère que d’autres voies de signalisation importantes 
pour le maintien du programme d’autorenouvellement des CSH compensent l’absence de la β-
caténine. 
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c). Régulation 
 
Outre la voie canonique, il existe plusieurs voies Wnt alternes qui constituent le plus 
fréquemment des relais anti-oncogéniques (et donc anti-β-caténine) très souvent tissu 
dépendant. De plus, il semble que ces voies alternes influencent la migration et l’adhésion des 
cellules embryonnaires et cancéreuses. Ainsi, la régulation des différentes voies Wnt/ β-
caténine est un processus complexe qui ne sera pas abordée au cours de ce manuscrit. 
 
d). Statut dans les LAM 
 
La β-caténine est exprimée à différents niveaux dans les LAM, (Simon et al., 2005; 
Ysebaert et al., 2006) et le niveau d’expression de la protéine diffère du niveau d’expression 
de l’ARN messager, suggérant donc une régulation post-transcriptionnelle. Dans une étude 
rétrospective de 82 sujets, Ysebaert et ses collaborateurs démontrent que l’expression de la β-
caténine corrèle avec le pouvoir clonogène des CFU-L, avec l’autorenouvellement des 
cellules leucémiques et représente un nouveau facteur pronostic péjoratif (Ysebaert et al., 
2006). 
Plusieurs mécanismes moléculaires expliquant de manière indirecte l’activation de la voie 
Wnt/ β-caténine ont été décrits, comme par exemple les protéines chimériques ou certains 
RTK. Par exemple, Müller-Tidow C et ses collaborateurs (Muller-Tidow et al., 2004) 
démontrent que les protéines de fusion AML1-ETO, PML-RARα et PLZF-RARα sont 
associées à une activation anormale de la voie Wnt. De plus, les travaux de Tickenbrock 
(Tickenbrock et al., 2005) démontrent, dans la lignée cellulaire 32D transfectée de manière 
stable par le récepteur FLT3 muté (FT3-ITD) comme dans les cellules de patients portant la 
mutation, que l’effet leucémogène de FLT3-ITD semble être médié en partie par l’activation 
de la voie Wnt. En effet, la présence de la mutation ITD stabilise la protéine β-caténine 
indépendamment d’une stimulation dépendante de Wnt. Les mêmes auteurs trouvent des 
résultats similaires dans un modèle c-Kit-ITD (Tickenbrock et al., 2008). 
Enfin, le promoteur de deux protéines extracellulaires inhibitrices de Wnt, Wif-1 (Wnt 
inhibitory factor-1) et DKK-1 (Dikkopf-1), est préférentiellement hyperméthylé dans 47% des 
patients APL et dans 50% des LAM à CBF. De façon intéressante, les auteurs démontrent que 
la méthylation de Wif-1 et de DKK-1 représentent un facteur de mauvais pronostic dans les 
LAM (Chim et al., 2006; Suzuki et al., 2007). 
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3.6. Activation multiple des voies de signalisation dans les LAM 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 16: Schéma récapitulatif des différentes voies de transduction du signal activées dans les LAM.  
 
3.7. Dérégulation des voies de signalisation dans les CSL 
Contrairement aux techniques de biochimie classique (Western blotting), les 
techniques de CMF permettent une analyse plus rapide, moins consommatrices en matériel 
biologique et surtout plus fine car permettant l’identification de populations cellulaires rares, 
comme le compartiment CD34+ CD38- CD123+enrichi en cellules souches et résistantes à la 
chimiothérapie.  
Les travaux de Guzman (Guzman et al., 2001) furent les premiers à démontrer que NF-κB est 
activé spécifiquement et constitutivement dans les CSL CD34+ CD38- CD123+. Par la suite, 
en 2003, Xu et ses collaborateurs (Xu et al., 2003) démontrent une activation anormale de la 
voie PI3K/Akt dans les CSL. En effet, ils montrent qu’un prétraitement des cellules 
leucémiques avec le LY294002, un inhibiteur des PI3K, bloque la prise de greffe des blastes 
dans des souris NOD-SCID. De plus, les travaux de Bardet (Bardet et al., 2006) montrent que 
les voies de transduction PI3K et MAPK, respectivement en évaluant la phosphorylation 
d’Akt sur sérine 473 et d’ERK par CMF, sont également constitutivement et spécifiquement 
phosphorylées dans les CSL. Dans cette étude, les auteurs montrent une excellente corrélation 
entre les résultats obtenus par CMF et ceux obtenus par Western blotting. La CMF apparaît 
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alors comme un outil potentiellement performant pour appréhender les sous-populations 
leucémiques. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 17: Schéma des voies d’activation hypothétiques dans les cellules souches leucémiques. 
Représentation schématique d’une CSL susceptible d’exprimer à sa surface certains marqueurs clés tels CLL-1, 
CD33, CD123 ou CD44, ainsi que certaines voies de signalisation impliquées dans l’autorenouvellement (Wnt/ 
β-Caténine, Notch), dans la prolifération (mTOR) ou dans la survie cellulaire (PI3K/Akt et NF-κB). Sont listées 
en rouge quelques stratégies potentielles pour l’éradication des CSL, comme par exemple l’utilisation 
d’anticorps, de protéines de fusion ou encore de petites molécules compétitives de l’ATP. D’après Krause and 
Van Etten, Trends in Mol Medecine 2007 (Krause and Van Etten, 2007). 
 
C. La voie de signalisation des phosphoinositides 3-kinases/Akt ou 
PI3K/Akt 
1. Les PI3K 
1.1. Structures /fonctions 
Il existe 8 PI3K regroupées en 3 classes (IA et IB, II et III), qui diffèrent selon leur 
structure, leur spécificité de substrat, leur distribution tissulaire et leurs mécanismes 
d’activation.  
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Figure 18: Classification des membres de la famille des PI3K. La figure représente de manière schématique 
la structure des domaines des sous-unités régulatrices et catalytiques des PI3Ks de classe I, II et III. D’après 
Engelman et al, Nat Genet 2006 (Engelman et al., 2006). 
 
Les PI3K constituent une famille d’enzymes à activité lipide kinase ou protéine kinase 
(sérine/ thréonine). Elles jouent un rôle majeur dans la régulation de la survie, la prolifération, 
la croissance, la migration, le métabolisme, le trafic intracellulaire ou encore la morphologie 
cellulaire et sont fréquemment dérégulées dans les cancers.                           
Ces enzymes phosphorylent les phosphoinositides en position 3 du noyau inositol, catalysant 
ainsi la conversion du PtdIns en PtdIns3P, du PtdIns4P en PtdIns(3,4)P2 et du PtdIns(4,5)P2 
en PtdIns(3,4,5)P3 (ou PIP3).  
Les PI3K génèrent des seconds messagers lipidiques, les D3-phosphoinositides, qui 
permettent le recrutement à la membrane de plusieurs protéines de signalisation intracellulaire 
possédant des domaines PH (Plekstrin Homology), telles que les protéines PDK1 et Akt, de 
protéines à domaine FYVE (Fab1p YOPB Vps27 EEA1) ou Phox (PX). 
 
a). La PI3K de classe III 
 
La PI3K de classe III est un homologue de Vps34 (Vacuolar protein-sorting defective 
34) initialement identifiée dans la levure Saccharomyces cerevisae. Chez les mammifères 
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comme chez la levure, cette sous unité catalytique s’associe constitutivement avec une 
protéine à activité sérine/thréonine kinase (p150 chez les mammifères, Vps15p chez la 
levure), et semble impliquée dans le trafic des protéines membranaires et vacuolaires. In vitro, 
elle ne possède qu’un seul substrat, le PtdIns, pourrait donc être à l’origine de la synthèse 
d’une grande part du PtdIns3P intracellulaire.              
Les fonctions précises de la PI3K de classe III restent encore incomplètement définies. 
Cependant, chez la levure comme chez les mammifères, Vps34 a pu être impliqué en premier 
lieu dans la régulation du trafic vésiculaire entre les endosomes et les lysosomes où le 
PtdIns3P produit permet le recrutement de protéines à domaine FYVE, notamment PIKFyve. 
Des travaux récents suggèrent un rôle de Vps34 dans l’activation de mTORC1 (en réponse à 
une stimulation par les acides aminés) ou dans l’autophagie (en réponse à une carence en 
acides aminés) (Kihara et al., 2001; Nobukuni et al., 2005). 
 
b). La PI3K de classe II 
 
Elles comprennent trois isoformes catalytiques, PI3KC2α, PI3KC2β et PI3KC2γ, 
codées par 3 gènes différents, mais il n’y a pas de sous-unités régulatrices actuellement 
décrites. Il s’agit de protéines de haut poids moléculaire (environ 170 à 200 kDa) 
constitutivement associées aux membranes.                       
In vitro, elles phosphorylent le PtdIns et le PtdIns4P alors qu’in vivo, leur substrat préférentiel 
semble être le PtdIns4P. Les PI3KC2α et PI3KC2β ont une distribution ubiquitaire, 
contrairement à l’isoforme PI3KC2γ qui est principalement exprimée dans les hépatocytes.                            
Le domaine C2, à l’extrémité carboxy terminale définit les PI3K de classe II. En effet, ce 
domaine nécessaire à l’activité catalytique permet de lier les lipides indépendamment de la 
présence du Ca2+ (Arcaro et al., 2000).                     
Une autre particularité des PI3K de classe II est la présence en carboxy terminal d’un domaine 
PX (Phox Homology) qui lie le PtdIns(4,5)P2 (Song et al., 2001).                               
Les PI3K de classe II peuvent être activées par des RTK (au PDGF, à l’EGF ou à l’insuline), 
par des chimiokines ou des intégrines. A titre d’exemple, la PI3KC2α, qui a une meilleure 
activité lipide kinase in vitro en présence de clathrine avec laquelle elle interagit par sa 
séquence amino terminale (Domin et al., 2000), joue un rôle dans l’adhésion et la motilité 
cellulaire en réponse à l’acide lysophosphatidique (Maffucci et al., 2005). Cependant, les 
fonctions spécifiques des PI3K de classe II en réponse à ces différentes stimulations restent 
encore peu connues (Vanhaesebroeck et al., 2001). 
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c). La PI3K de classe I 
 
Ce sont les PI3K les mieux caractérisées à ce jour. In vitro, elles catalysent l’addition 
d’un phosphate en position 3 du PtdIns, du PtdIns(4)P et du PtdIns(4,5)P2,  tandis qu’in vivo 
leur substrat préférentiel est le PtdIns(4,5)P2. Les PI3K de classe I, hétérodimères composés 
d’une sous-unité régulatrice et d’une sous-unité catalytique p110, sont divisées en deux sous 
groupes selon leur structure et leur mode d’activation : la classe IA et la classe IB. Ainsi, les 
PI3K de classe IA sont activées en aval des RTK et de RAS alors que les PI3K de classe IB 
ne peuvent être activées qu’en aval des RCPG (Récepteur Couplé aux Protéines G) et de 
RAS. 
 
La classe IB 
 
Dans les cellules de mammifères, il n’existe qu’une seule PI3K de classe IB, constituée de la 
sous-unité adaptatrice p101 associée à la sous-unité catalytique p110γ (qui ne possède pas le 
domaine de fixation à p85 en N-terminal). Elle est retrouvée dans les plaquettes sanguines, les 
leucocytes, les progéniteurs érythroïdes, les cellules musculaires lisses ou encore dans les 
cardiomyocytes.                                            
A ce jour, les données de la littérature ne permettent pas de trancher entre un mode 
d’activation direct de l’hétérodimères p110γ/p101 par la sous unité Gβγ des protéines G 
hétérotrimériques ou alors via une activation par RAS (Krugmann et al., 1999; Suire et al., 
2006). 
La classe IA 
Dans les cellules de mammifères, il existe cinq isoformes pour la sous-unité adaptatrice, 
p85α, p85β, p55γ, p55α et p50α, et trois isoformes pour la sous-unité catalytique, p110α, 
p110β et p110δ. Les trois sous-unités régulatrices p85α, p55α et p50α sont issues de 
l’épissage alternatif du gène PIK3R1 tandis que les protéines p85β et p55γ sont codées par 
leur propre gène, respectivement PIK3R2 et PIK3R3. Chacune des sous-unités catalytiques est 
issue d'un gène unique (PIK3CA pour p110α, PIK3CB pour p110β et PIK3CD pour p110δ.   
L’expression de p110α et p110β est ubiquitaire, alors que p110δ est principalement exprimée 
dans les leucocytes et dans les plaquettes (Vanhaesebroeck et al., 1997; Zhang et al., 2002). 
Les sous-unités régulatrices n’ont pas d’activité catalytique intrinsèque mais possèdent de 
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nombreux domaines (SH3 ou SH2) permettant les interactions protéines-protéines.                   
Les PI3K de classe IA peuvent être activées par les RTK, les TKNR comme Src, FAK ou 
JAK, les sous unités Gβγ des protéines G hétérotrimériques ou encore par RAS. 
Activité protéine kinase des PI3K de classe I 
En plus de leur activité lipide kinase, les PI3K de classe I possèdent une activité 
sérine/thréonine kinase intrinsèque in vitro conduisant à leur autophosphorylation (Czupalla et 
al., 2003a).Cette capacité d’autophosphorylation abolit l’activité lipide kinase de la p110α, de 
la p110β et de la p110δ mais pas celle de la p110γ (Czupalla et al., 2003b; Vanhaesebroeck et 
al., 1999). D’autres études montrent que les PI3K de classe IA peuvent également 
phosphoryler d’autres substrats, comme la protéine adaptatrice IRS1 et PDE3B (cGMP-
inhibited phosphodiesterase3B), bien que la relevance physiologique de ces phosphorylations 
reste encore inconnue à ce jour (Rondinone et al., 2000; Tanti et al., 1994).    
Inhibiteurs des PI3K 
Deux inhibiteurs ont été largement utilisés pour bloquer l’activité des PI3K, notamment la 
classe I. La wortmannine est un métabolite fungique qui inhibe de manière irréversible 
l’activité de la sous-unité p110 en modifiant de façon covalente un résidu lysine présent dans 
le domaine catalytique. Le LY294002, un dérivé de flavonoïde, est un compétiteur de l’ATP 
et inhibe de manière réversible l’activité de la sous-unité p110. Cependant, il est aujourd’hui 
bien établi que ces inhibiteurs inhibent d’autres cibles, comme la protéine mTOR 
(wortmaninne et LY294002) ou les sérine/ thréonine kinases RSK, CK2 et Pim pour le 
LY294002 (Davies et al., 2000). Enfin, vu leur rôle majeur dans les processus oncogéniques, 
le développement d’inhibiteurs sélectifs des diverses PI3K est en cours et deux revues 
récentes résument bien les dernières avancées dans le domaine (Granville et al., 2006; 
Hennessy et al., 2005). 
 
1.2. Mécanisme d’activation et de régulation des PI3K de classe IA 
C’est le mécanisme d’activation des PI3K de classe IA, en aval des RTK qui est le 
mieux décrit à ce jour (Schlessinger, 2000).                
L’activation et l’auto/ transphosphorylation du RTK au niveau de résidus tyrosines permet le 
recrutement de nombreuses protéines de signalisation via leur domaine SH2, notamment la 
sous-unité régulatrice p85 de la PI3K. Ainsi, les deux domaines SH2 de la p85 interagissent 
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de façon préférentielle avec les tyrosines phosphorylées, présentes soit sur le récepteur lui-
même, soit sur des protéines adaptatrices associées aux récepteurs, dans une séquence 
particulière Y(P)xxM, où « x » représente n’importe quel acide aminé. La liaison à un tel 
motif permet donc l’activation et la translocation des PI3K de classe IA à proximité de la 
membrane où résident leurs substrats lipidiques et la protéine Ras qui va amplifier leur 
activation. Les adaptateurs moléculaires IRS1/2, GAB1 ou LAT peuvent servir de relais entre 
le RTK et la p85 de la PI3K.  
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 19: Mécanisme d’activation des PI3Ks de classe IA. Les PI3Ks de classe IA sont activées par les 
RTK (sur la gauche). Ainsi, les récepteurs à l’insuline et à l’IFG1 utilisent les adaptateurs moléculaires de la 
famille IRS (en vert à droite du RTK) pour recruter les PI3Ks de classe IA via leur domaine SH2, tandis que 
d’autres RTK, notamment le PDGF, les recrutent directement (à gauche du RTK). La 3-phosphatase PTEN 
déphosphoryle le PIP3, inhibant ainsi la signalisation médiée par la PI3K contraire, tandis que la protéine SHIP 
catalyse la conversion du PIP3 en PtdIns(3,4)P2. D’après Engelman et al, Nat Genet 2006 (Engelman et al., 
2006). 
 
L’activation de ces PI3Ks peut être induite par des récepteurs à activité tyrosine kinase 
intrinsèque ou par des TKNR comme les kinases de la famille des Src, la kinase FAK ou les 
kinases JAK. Par ailleurs, de nombreuses données montrent que l’activation des RCPG 
stimule l’activité de certaines PI3K de classe IA, soit via l’activité des TKNR en aval de ces 
récepteurs, soit par une activation directe de la p110β (et non la p110α) par les sous-unités 
Gβγ des protéines G hétérotrimériques in vitro (Vanhaesebroeck et al., 2001). 
La figure 20 résume les mécanismes de régulation des PI3K de classe IA, connus à ce jour, et 
regroupe les partenaires d’interaction.   
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Figure 20: Mécanisme de régulation des PI3Ks de classe IA. Les activités catalytiques des complexes p85-
p110 des PI3Ks de classe IA, leur régulation intermoléculaire et leurs interactions avec d’autres protéines ou 
substrats lipidiques. Les flèches en pointillé représentent l’activité protéine kinase des sous-unités p110 (module 
rouge) pouvant conduire à la down régulation de l’activité lipide kinase du complexe. Cela survient soit par 
phosphorylation de la région inter-SH2 de p85 pour p110α, ou par autophosphorylation pour p110β et p110δ.   
Les sous-unités régulatrices de la classe IA stabilisent les protéines p110 labiles (+) mais, en même temps, 
inhibent leur activité catalytique (-). Cette inhibition est levée par l’engagement des domaines SH2 des sous-
unités régulatrices auprès de motifs phosphorylés sur tyrosine. Une liste des protéines connues pour lier p85 via 
ses différents domaines est indiquée. D’après Vanhaesebroeck et al, TRENDS in Biochemical Science 2005 
(Vanhaesebroeck et al., 2005). 
 
1.3. Protéines régulatrices des substrats des PI3Ks 
a). La 3-phosphatase PTEN 
 
PTEN (Phosphatase and Tensin homologue deleted on chromosome 10), encore appelée 
MMAC (Mutated in Multiple Advanced Cancer) est une phosphatase à double spécificité. 
Elle possède une activité tyrosine phosphatase (sur elle-même ou envers des substrats comme 
FAK) (Raftopoulou et al., 2004; Tamura et al., 1999), mais elle est aussi capable de 
déphosphoryler en position 3 le noyau inositol des phosphoinositides. Son activité lipide 
phosphatase est essentielle pour sa fonction de suppresseur de tumeur et pour  son rôle dans la 
régulation négative de la voie PI3K/Akt (Stambolic et al., 1998).                  
In vitro, PTEN déphosphoryle tous les phosphoinositides en position 3 et l’inositol (1,3,4,5), 
alors qu’in vivo, dans les cellules de mammifères, son activité semble se limiter au 
PtdIns(3,4)P2 et au PIP3. Le gène est localisé sur la région chromosomique 10q23 
fréquemment inactivé par mutation ponctuelle et délétion de type perte d’hétérozygotie (Blero 
et al., 2007). D’un point de vue structural, PTEN est composé de deux domaines majeurs, un 
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domaine catalytique contenant la séquence consensus CxxGxxRS/T spécifique des PTP à 
double spécificité, et un domaine C2 organisé en tandem, important pour sa localisation à la 
membrane près de son substrat (Lee et al., 1999). Dans les cellules quiescentes normales, la 
localisation de PTEN est essentiellement nucléaire alors que la fraction cytosolique est 
beaucoup plus importante dans des cellules tumorales (Gimm et al., 2000). La présence de 
PTEN dans le noyau est inversement corrélée à la prolifération cellulaire et directement 
corrélée à la différenciation cellulaire.                              
De part son activité lipide phosphatase, PTEN joue un rôle majeur dans la survie et la 
prolifération cellulaire via la régulation négative de la voie PI3K/Akt. Cependant, il semble de 
plus en plus évident que PTEN soit impliqué dans d’autres fonctions cellulaires. Par exemple, 
les travaux de Shen (Shen et al., 2007) démontrent que PTEN agit comme un gardien de 
l’intégrité du génome en favorisant d’une part le maintien de la stabilité des chromosomes, 
via son interaction physique avec les protéines CENP-C du centromère, et d’autre part en 
contrôlant les mécanismes de réparation des cassures double brin de l’ADN. De plus, ce rôle 
crucial dans le maintien de l’intégrité du génome nécessite la région carboxy terminale, et 
cette activité est indépendante de son domaine phosphatase.                  
Un autre rôle de PTEN semble être lié à son activité protéine phosphatase. A titre d’exemple, 
PTEN déphosphorylerait la protéine kinase FAK, conduisant in fine à réguler négativement 
les interactions cellulaires avec la MEC (Tamura et al., 1998), ou l’adaptateur moléculaire 
Shc (Gu et al., 1999), régulant ainsi de manière négative l’activation des MAPK et la motilité 
cellulaire, mais ces effets font l’objet d’une controverse et restent à confirmer.  
 
La régulation de l’expression et de l’activité de PTEN s’effectue au niveau transcriptionnel, 
au niveau post traductionnel (phosphorylations, acétylation et oxydation) ou encore au niveau 
de sa localisation (recrutement membranaire et trafic nucléo cytoplasmique) (Tamguney and 
Stokoe, 2007).    
D’un point de vue transcriptionnel,  il est bien établi que plusieurs FT se fixent à la région 
promotrice de PTEN et régulent son expression. A titre d’exemple, le FT EGR1 (Early 
Growth Regulated) activé par l’IGF2 (Moorehead et al., 2003) ou le suppresseur de tumeur 
p53 (Stambolic et al., 2001) augmentent significativement la transcription de PTEN. De 
même, NF-κΒ activé par la MKK4 (Mitogen Activated Kinase Kinase4) (Xia et al., 2007)ou 
le TGFβ (Chow et al., 2007) se fixent sur le promoteur de PTEN et le régulent négativement.  
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La régulation post traductionnelle de PTEN est complexe (cf figure 21). PTEN est 
phophorylé sur un cluster de résidus sérine et thréonine situés dans la partie carboxy 
terminale, ce qui se traduit généralement par une inhibition de l’activité de la protéine. Par 
exemple, les travaux de Vazquez (Vazquez et al., 2000) montrent que les phosphorylations 
sur Ser380, Thr382 et Thr383 stabilisent PTEN mais diminuent son activité. L’acétylation de 
PTEN est un autre mécanisme de régulation négative de PTEN. En effet, Okumura et ses 
collaborateurs (Okumura et al., 2006) démontrent qu’en réponse aux FC, l’histone 
acétyltransférase PCAF (p300/CBP-Associated Factor) interagit et acétyle PTEN sur les 
résidus lysine 125 et 128 localisées dans le domaine catalytique, ce qui inhibe probablement 
la liaison au PIP3. D’autre part, l’oxydation par les ROS (Reactive Oxygen Species) de la 
cystéine 124 du domaine catalytique crée un pont intramoléculaire disulfide avec la cystéine 
71, et inactive PTEN (Leslie and Downes, 2004). Ainsi, les travaux de Seo (Seo et al., 2005) 
montrent que l’inactivation de PTEN suite à la génération de ROS est nécessaire à l’activation 
d’Akt en réponse à l’insuline.            
 
La localisation de PTEN joue également un rôle important dans la régulation de l’activité 
lipide phosphatase à la membrane, mais aussi sur le niveau d’expression de la protéine. Par 
exemple, PTEN interagit avec MAGI2, via son domaine PDZ situé au niveau de la queue de 
la protéine, ce qui induit son recrutement à la membrane plasmique (Wu et al., 2000) et 
empêche sa dégradation. En effet, les travaux de Subauste (Subauste et al., 2005) démontrent 
que la vinculine est requise pour le maintien des interactions β-caténine-MAGI2 au niveau 
des jonctions adhérentes, limitant ainsi la dégradation de PTEN médiée par le système 
ubiquitine ligase. De plus, la mono ubiquitinylation de PTEN par l’E3 ubiquitine ligase 
NEDD4-1 augmente sa localisation nucléaire (Trotman et al., 2007), alors que la poly 
ubiquitinylation par NEDD4-1 induit sa dégradation (Wang et al., 2007b).   
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Figure 21: Mécanisme de régulation post-traductionnelle de PTEN. L’activité, la localisation et la stabilité 
de PTEN sont régulées par différents mécanismes post-traductionnels, tels que l’acétylation, l’ubiquitinylation, 
l’oxydation et la phosphorylation. En présence de facteurs de croissance, l’histone acétyltransférase PCAF 
conduit à l’acétylation de PTEN sur les résidus lysine 125 et 128 au niveau du domaine catalytique. Cette 
acétylation régule négativement l’activité phosphatase de la protéine, en inhibant probablement sa liaison au 
PIP3. L’ubiquitinylation de la lysine 289 par NEDD4-1 affecte à la fois la localisation et la stabilité de PTEN. La 
protéine humaine sPRY2 diminue la phosphorylation de PTEN sur plusieurs résidus, contribuant ainsi à 
augmenter le niveau d’expression et l’activité de PTEN. Les phosphorylations de PTEN au niveau de sa partie 
carboxy terminale par les protéines GSK3β, CK22 ainsi que d’autres kinases conduisent généralement à 
diminuer l’association à la membrane et l’activité de la protéine, tout en augmentant la stabilité de la protéine. 
Ainsi, la phosphorylation de la queue Terminale de PTEN induirait une interaction avec son domaine C2, ce qui 
favoriserait une conformation fermée et une localisation cytoplasmique inactive de PTEN. Enfin, l’oxydation de 
la cystéine 124 du site catalytique par les ROS inactiverait PTEN via la formation d’un pont disulfide avec la 
cystéine 71. D’après Tamguney and Stokoe et al, J Cell Science 2007 (Tamguney and Stokoe, 2007) . 
 
Les souris PTEN-/- meurent au stade embryonnaire, entre les jours 7,5 et 9,5. Les souris 
hétérozygotes PTEN+/- survivent mais développent spontanément des tumeurs dans divers 
tissus tels que les glandes mammaires, l’endomètre, la surrénale, la peau, le colon, la thyroïde, 
le foie et le thymus (Bradley and Luo, 1998; Di Cristofano et al., 1998; Podsypanina et al., 
1999; Stambolic et al., 1998). Ces souris développent également des hyperplasies du tissu 
lymphoïde au niveau du tube digestif et des ganglions par défaut d’apoptose.         
Plus récemment, l’invalidation conditionnelle de PTEN dans les cellules hématopoïétiques, 
démontre un rôle crucial de cette phosphatase dans le maintien du pool de CSH. En effet, 
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les travaux de Yilmaz (Yilmaz et al., 2006) et de Zhang (Zhang et al., 2006) montrent que la 
délétion conditionnelle de PTEN dans les cellules hématopoïétiques cause un syndrome 
myéloprolifératif qui évolue rapidement en leucémie aiguë. De plus, la déplétion de PTEN 
promeut à court terme l’expansion et la prolifération des CSH, une nette diminution du 
nombre de progéniteurs lymphoïdes communs et de cellules B, une augmentation de la 
différenciation, une perte des capacités d’autorenouvellement et un appauvrissement du pool 
de CSH. Ces résultats, en accord avec le rôle classiquement décrit de PTEN comme 
suppresseur de tumeur dans de nombreux tissus, mettent également à jour un nouveau rôle de 
PTEN dans le contrôle de l’activation et la quiescence des CSH, ainsi que dans l’orientation 
du devenir cellulaire. 
 
b). Les 5-phosphatases SHIP1 et SHIP2 
 
La famille des protéines SHIP (SH2 domain-containing Inositol 5’-Phosphatase) est 
composée de deux membres, SHIP1 et SHIP2,  ainsi que de deux variants issus de l’épissage 
alternatif du gène de SHIP1 (ou SHIP1α), SHIPβ et SHIPδ (Tanti et al., 1994). Ces protéines, 
qui sont localisées sur le gène 2q36-q37.1, hydrolysent spécifiquement le phosphate en 
position 5 du noyau inositol du PIP3 et de l’Ins(1,3,4,5)P4. SHIP1 est exprimé uniquement 
dans les cellules hématopoïétiques alors que  SHIP2 présente une expression plus ubiquitaire, 
notamment dans le cœur, le muscle squelettique et le placenta (Odai et al., 1997; Ware et al., 
1996). Ces deux protéines apparentées présentent de fortes homologies de séquence et de 
structure, exceptées dans leur partie carboxy terminale. Les phosphatases SHIPs se 
caractérisent par la présence d’un domaine SH2 à leur extrémité amino terminale (pour 
l’interaction avec des récepteurs et des protéines adaptatrices phosphorylées sur résidus 
tyrosine), un domaine catalytique localisé en position centrale, deux séquences consensus 
NPXY (pour la liaison aux protéines portant un domaine PTB comme Shc et Dok2) et 
plusieurs séquences riches en proline à leur extrémité carboxy terminale (pour la fixation au 
domaine SH3 des protéines).   
Ces domaines d’association protéique leur permettent de jouer un rôle d’adaptateur ou 
compétiteur dans l’assemblage de certains complexes de signalisation. Par exemple, SHIP1 
régule négativement la voie RAS/ MAPK en entrant en compétition avec Grb2 pour sa liaison 
à l’adaptateur Shc, empêchant ainsi la formation du complexe Shc/ Grb2/ SOS nécessaire à  
l’activation de RAS (Lowenstein et al., 1992; Tridandapani et al., 1999). De plus, il a été 
décrit des interactions de SHIP1 avec la sous unité régulatrice de la PI3K (Gupta et al., 1999), 
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pp60c-Src (Giuriato et al., 2000) et SHP-2 (Sattler et al., 1997). D’autre part, via son activité 
5-phosphatase, SHIP1 est impliquée dans la régulation négative de la prolifération des 
monocytes/ macrophages stimulés par le M-CSF (Lioubin et al., 1996).  
Par ailleurs, sous stimulation insulinique, il a été montré que SHIP2 déphosphoryle le PIP3, ce 
qui inhibe la translocation à la membrane plasmique d’un transporteur de glucose, GLUT4 
(Kohn et al., 1996). De plus SHIP2 semble aussi impliquée dans la régulation négative du 
taux de PIP3 en aval du récepteur à l’EGF ou dans des pathologies telles que l’obésité 
(Sleeman et al., 2005) et le diabète (Clement et al., 2001).                                
Le Knock Out de SHIP fut généré en 1998 par délétion du premier exon (Helgason et al., 
1998). Ces souris sont viables mais présentent une durée de vie plus courte et développent un 
syndrome myéloprolifératif avec augmentation du nombre de progéniteurs hématopoïétiques 
(granulocytes et macrophages), splénomégalie, hématopoïèse extra médullaire et infiltration 
myéloïde massive des poumons (Helgason et al., 1998). Elles présentent également une 
perturbation du développement des lymphocytes NK (Natural Killer), une déficience dans le 
rejet d’allogreffes (Wang et al., 2002) ainsi qu’une ostéoporose sévère (Takeshita et al., 
2002). Enfin, SHIP joue un rôle critique dans le contrôle de la fonction, de l’homéostasie et 
du homing des CSH. En effet, Desponts et ses collaborateurs (Desponts et al., 2006) montrent 
que dans les souris SHIP-/-, le nombre et la prolifération des CSH est augmenté, tandis que le 
homing est significativement diminué, notamment à cause d’une diminution de l’expression 
des molécules CXCR4 et VCAM importantes pour cette fonction. 
 
1.4. Phénotype des souris Knock Out pour les PI3Ks de classe IA 
Des études biochimiques et d’invalidation génique ont suggéré que les différents 
isoformes de la p85 et de la p110 induisent des signaux spécifiques, sans redondance 
fonctionnelle réelle, exceptée pour la sensibilité à l’insuline. L’invalidation des gènes codant 
pour quatre des cinq sous-unités régulatrices (p85α, p85β, p50α et p55α) a été réalisée. 
 Les souris pan-p85α homozygotes, qui n’expriment aucune isoforme (ni p85α, ni 
p55α et ni p50α), ne sont pas viables, probablement à cause de la diminution d’expression de 
toutes les isoformes catalytiques p110, bien qu’une augmentation de l’expression de la p85β 
soit observée dans le foie. De plus, ces souris développent des nécroses hépatiques, des 
calcifications cardiaques et présentent une hypoglycémie et une  hypoinsulinémie (Fruman et 
al., 2000; Vanhaesebroeck et al., 2005).                 
 Les souris pan-p85α hétérozygotes sont viables mais développent une augmentation 
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de la tolérance au glucose ainsi qu’une hypersensibilité à l’insuline. De plus, elles présentent 
une diminution du nombre de cellules B périphériques matures et un défaut de réponse des 
cellules B et des mastocytes à une stimulation par le BCR et le SCF respectivement. 
L’expression de la p85β au niveau du foie et des muscles squelettiques est augmentée alors 
que celle des p110 ne semble pas affectée dans ce modèle.         
 Les souris p85α−/−, mais qui expriment encore p55α et p50α, sont viables et 
développent une hypersensibilité à l’insuline, une hypoglycémie et une diminution du nombre 
de cellules B périphériques matures et un défaut de réponse des cellules B et des mastocytes 
en réponse à une stimulation par le SCF et le BCR. L’expression des isoformes p55α et p50α 
est augmentée tandis que celle des p110 ne semble pas affectée.       
 Les souris p55α−/− et  p50α−/−, mais exprimant encore p85α, sont viables, présentent 
une hypersensibilité à l’insuline et une diminution de l’expression de la p85β dans le muscle.
 Les souris p85β−/−, plus petites que les souris sauvages, sont viables, développent une 
hypersensibilité à l’insuline, une hypoglycémie mais ne présentent pas d’altération 
significative des p110α, p110β et p110δ (Ueki et al., 2002).  
L’invalidation des gènes codant pour les quatre sous-unités catalytiques (p110α, p100β, 
p110δ et p110γ) a été réalisée.         
 Les souris p110α−/− meurent entre le jour 9.5 et 10.5 de la vie embryonnaire d’un 
défaut général de croissance et présentent une augmentation de l’expression de p85 (Bi et al., 
1999). Le groupe de Vanhaesebroeck a généré des souris knock in (KI) portant sur un ou deux 
allèles la mutation D933A qui abolit l’activité kinase de la p110α (Foukas et al., 2006). A la 
différence du KO, le KI permet une meilleure compréhension du rôle physiologique de la 
sous unité p110 en maintenant un équilibre stoechiométrique des complexes p85/ p110. Les 
souris homozygotes p110α D933A/D933A présentent une léthalité embryonnaire au jour 10-
11. Par contre les souris hétérozygotes p110α D933A/WT sont viables, fertiles, de taille plus 
petite, présentent une activité PI3K réduite de 50% ainsi que des anomalies sévères de 
réponse à l’insuline, contrairement aux souris hétérozygotes p110α+/ − qui n’ont aucun 
problème métabolique. De plus, ces souris présentent également une croissance somatique 
réduite avec hyperphagie et augmentation de la masse graisseuse, une hyper insulinémie et 
une intolérance au glucose. Les auteurs démontrent également que la fonction de la p110α ne 
semble pas compensée par la p110β, bien qu’il n’y ait pas d’évolution en diabète. A travers 
cette étude, ce modèle dénote un rôle critique de la p110α dans la signalisation induite par 
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l’insuline, la leptine et l’IGF-1 via les IRS.                   
 Les souris p110β−/− meurent au jour 3 de la vie embryonnaire et ne sont donc pas 
analysables (Bi et al., 1999). A ce jour, aucun modèle de KI pour la p110β n’a été décrit.   
 Les souris KO et KI pour la p110δ−/− traduisent le rôle majeur de cette isoforme dans 
les fonctions lymphocytaires T et B. En effet, les souris KO pour p110δ sont viables avec une 
diminution du niveau d’expression des sous unités régulatrices. Elles présentent également 
une diminution du nombre de cellules B matures (due à un blocage de la différenciation des 
cellules pro-B) et un défaut de signalisation en réponse à une stimulation du TCR et du BCR 
(Jou et al., 2002). D’autre part, le groupe de Vanhaesebroeck a généré par KI une forme 
p110δ catalytiquement inactive, p110δ (D910A) (Okkenhaug et al., 2002). Les souris 
homozygotes p110δ D910A/D910A sont viables avec aucune diminution de l’expression des 
sous unités des PI3K de classe IA mais avec une abrogation totale de l’activité lipide kinase 
de la PI3K. Elles présentent également un défaut de signalisation en réponse à une stimulation 
du TCR et du BCR, une réponse immune atténuée et une maladie inflammatoire de l’intestin. 
La voie des PI3Ks, est fréquemment amplifiée dans les cellules tumorales. En effet, il est bien 
décrit à ce jour que les différentes sous-unités des PI3Ks sont la cible d’aberrations 
génétiques, incluant notamment des mutations ou des amplifications. Ainsi, cette enzyme 
représente une cible thérapeutique attractive pour le développement de nouveaux agents anti-
cancéreux puisqu’il est clairement établi que son activation constitutive confère un avantage 
en terme de prolifération et de résistance aux agents conventionnels de chimiothérapie. La 
revue de Hennessy (Hennessy et al., 2005) résume bien les anomalies de la voie des PI3Ks 
fréquemment observées dans les cancers.  
 
2. La sérine /thréonine kinase Akt ou PKB 
2.1. Structure /fonctions 
La protéine Akt/ PKB (Protein Kinase B) est une sérine thréonine kinase qui appartient à 
la superfamille des kinases AGC (c-AMP dependent protein kinase A/ protein kinase G/ 
protein kinase C). Ces kinases AGC, comprenant plus de 80 membres, présentent une 
homologie structurale dans leur domaine catalytique ainsi que dans leur mécanisme 
d’activation.                          
Chez les mammifères, trois isoformes, Akt1/PKBα (Jones et al., 1991), Akt2/PKBβ (Cheng et 
al., 1992) et Akt3/PKBγ (Brodbeck et al., 2001) codées par 3 gènes différents sur 3 
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chromosomes différents (14q32 pour Akt1, 19q13 pour Akt2 et 1q44 pour Akt3) ont été 
identifiées. L’expression de ces 3 isoformes est variable en fonction des tissus. Ainsi, Akt1 est 
l’isoforme exprimée dans la majorité des tissus, Akt2 est prépondérante dans les tissus 
sensibles à l’action de l’insuline et Akt3 est préférentiellement exprimé dans le cerveau et les 
testicules. Un épissage alternatif du gène Akt3/PKBγ génère une quatrième isoforme, PKBγ1. 
 
 
 
 
 
Figure 22: Structure des 3 isoformes de la famille Akt. D’après Bellacosa et al, Advances in CANCER 
RESEARCH 2005 (Bellacosa et al., 2005). 
 
D’un point de vue structural, les trois isoformes d’Akt sont constituées d’un domaine 
PH amino terminal, d’un domaine catalytique central et d’un domaine régulateur carboxy 
terminal contenant le motif hydrophobe caractéristique des kinases AGC. Le domaine PH 
d’Akt, commun à de nombreuses autres protéines de signalisation, notamment PDK1, permet 
l’interaction avec les produits de la PI3K. Ainsi, des analyses biochimiques démontrent que 
ce domaine PH permet de lier le PtdIns(3,4)P2 et le PIP3 avec une affinité similaire (Frech et 
al., 1997; James et al., 1996).                      
Le domaine catalytique d’Akt, localisé dans la région centrale de la molécule, partage une 
grande similitude avec les autres kinases AGC notamment les protéines PKA, PKC, p70S6K 
et p90RSK. De plus, on y observe plus de 87% d’homologie de séquence entre les trois 
isoformes d’Akt (Kumar et al., 2001). Enfin, la présence d’un résidu thréonine 308 pour Akt1 
au niveau du domaine kinase est nécessaire pour son activation (Alessi et al., 1996a). Une 
extension d’environ quarante acides aminés au niveau de l’extrémité carboxy terminal 
constitue la région caractéristique de la famille des protéines kinases AGC, notamment les 
protéines PDK1, PKA, PKC, p70S6K et p90RSK. Cette région possède le motif hydrophobe 
(HM) FXX-F/Y-S/T-Y/F, où X représente n’importe quel acide aminé (Kumar et al., 2001). 
Dans les cellules de mammifères, ce motif hydrophobe HM, identique pour les trois isoformes 
d’Akt (FPQFSY), semble critique puisque sa délétion abolit totalement l’activité enzymatique 
de PKB (Andjelkovic et al., 1997).             
Cependant, la régulation de l’activation par phosphorylation de la protéine Akt est 
controversée. En effet, des résultats récents tendent à démontrer que la simple 
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phosphorylation sur le résidu thréonine 308 est nécessaire et suffisante pour qu’Akt soit actif, 
et qu’il puisse réguler certaines de ses cibles d’aval (Jacinto et al., 2006). A titre d’exemple, 
Alessi et ses collaborateurs (Alessi et al., 1996a) démontrent que la phosphorylation d’Akt sur 
la thréonine 308 stimule l’activité enzymatique d’un facteur 100, tandis que la 
phosphorylation sur la sérine 473 augmente de 7 à 10 fois l’activité d’Akt.                         
Durant la dernière décennie, la protéine Akt a émergé en tant qu’élément central clé et 
critique de la signalisation au sein de toutes les cellules eucaryotes supérieures, en réponse 
aux FC, à l’insuline, aux cytokines ou autres stimuli. Une activation aberrante de cette kinase 
est à la base d’une variété de maladies complexes, tels que le diabète de type 2 ou le cancer 
(Manning and Cantley, 2007).                           
Akt, en phosphorylant plus d’une centaine de substrats qui possèdent un motif consensus 
minimum de phosphorylation R-X-R-X-X-S/T, régule de manière positive ou négative de 
nombreuses fonctions cellulaires comme le métabolisme, la prolifération (augmentation du 
nombre de cellules), la croissance (augmentation de la taille des cellules), la traduction, la 
survie, la migration et l’invasion.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 23: Effets biologiques d’Akt. La phosphorylation par Akt des protéines d’aval conduit à leur 
activation (flèches pleines) ou à leur inhibition (flèches bloquées). La régulation des substrats d’Akt contribue à 
l’activation de nombreux processus cellulaires comme le métabolisme, la survie, le taux de glucose 
l’angiogenèse, la croissance et la prolifération. D’après Manning and Cantley, Cell 2007 (Manning and Cantley, 
2007). 
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2.2. Mécanisme d’activation  
L’activation d’Akt dépend de son recrutement à la membrane plasmique et de sa liaison 
aux produits des PI3K, le PtdIns(3,4)P2 et le PIP3, via son domaine PH, bien qu’il existe 
d’autres acteurs moléculaires qui semblent impliqués dans sa translocation à la membrane, 
comme alpha-actinin 4 (ACTN4) (Ding et al., 2006). In vivo, Akt présente une affinité pour le 
PtdIns(3,4)P2 et le PIP3, de l’ordre du µM, alors que son interaction avec le PtdIns(4,5)P2 
nécessite une concentration au moins dix fois plus forte (Frech et al., 1997; James et al., 
1996). En plus de sa translocation à la membrane, Akt nécessite pour sa pleine activation une 
phosphorylation sur deux résidus critiques, la thréonine 308 (Thr 308) qui est située dans la 
boucle d’activation du site catalytique, et la sérine 473 (Ser 473) située dans le domaine 
hydrophobique HM situé en carboxy terminal. A titre d’exemple, un pré traitement des 
cellules avec des inhibiteurs des PI3K, où des mutations de Thr 308 et Ser 473 en alanine, 
abolissent presque totalement l’activation d’Akt en réponse à une stimulation par l’insuline ou 
l’IGF-1. Akt2 est activé par phosphorylation sur des résidus équivalents (Thr 309 et Ser 474) 
tandis que Akt3 est activé en réponse à une stimulation par l’IGF-1 par phosphorylation du 
résidu Thr 305, équivalent à Thr 308 d’Akt1, et du résidu Ser 472, équivalent à SEr 473. 
Cependant, des travaux d’Alessi suggèrent qu’Akt3 est uniquement phosphorylé sur le résidu 
Thr 305 (Alessi and Cohen, 1998).  
Le recrutement membranaire d’Akt induit une modification conformationnelle, qui permet 
l’exposition du résidu Thr308 à la kinase PDK1 (3-Phosphoinositide-Dependent protein 
Kinase1), et probablement l’accès à PDK2 de la 473 (Stokoe et al., 1997; Toker and Newton, 
2000b). Ainsi, PDK1, localisé à la membrane plasmique et qui interagit avec les produits de la 
PI3K grâce à son domaine PH, va phosphoryler Akt sur Thr 308. En effet, Alessi et ses 
collaborateurs (Alessi et al., 1997) démontrent que l’activation d’Akt est réduite d’environ 
trente fois si le domaine PH de PDK1 est délété. Le mécanisme moléculaire de 
phosphorylation de la Ser 473 a été récemment élucidé. Il pourrait être le reflet d’une auto 
phosphorylation, comme le suggère Toker (Toker and Newton, 2000a), ou bien d’une 
phosphorylation par la kinase PDK2 caractérisée d’abord biochimiquement par les travaux 
d’Alessi et dont plusieurs candidats ont été suggéré, comme les protéines DNA-PK, ATM, 
ILK, PKCα et mTORC2. Récemment, les travaux de Hresko (Hresko and Mueckler, 2005)et 
de Sarbassov (Sarbassov et al., 2005) démontrent que chez la drosophile et dans les cellules 
humaines le complexe mTORC2 (mTOR-Rictor-GβL-mSin1) est la kinase PDK2 
principalement responsable de la phosphorylation de Ser 473, et il facilite également la 
phosphorylation de Thr 308.  
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Figure 24: Mécanisme d’activation de la protéine Akt. La stimulation par l’insuline ou des facteurs de 
survie  (PDGF, IL-2, NGF et IGF-1) augmentent de 10 à 100 fois le taux de PIP3 à la membrane plasmique. Akt 
est ensuite recruté du cytoplasme vers la membrane plasmique ou il interagit avec le PIP3 et/ où le PtdIns(3,4)P2 
via son domaine PH. L’interaction d’Akt avec le PIP3 induit une modification conformationnelle qui permet 
l’exposition du résidu Thr 308 à la kinase PDK1, et probablement du résidu Ser 473 à la kinase PDK2. La 
phosphorylation d’Akt sur ses deux résidus active la protéine qui va pouvoir alors phosphoryler d’autres 
protéines kinases. Il n’est pas très clair si PDK1 a besoin d’interagir avec le PIP3 afin de phosphoryler 
efficacement in cellulo Akt sur la Thr 308. D’après Alessi and Cohen, Curr Opin Genet Dev 1998 (Alessi and 
Cohen, 1998). 
 
Une fois phosphorylée sur ses deux résidus, Akt peut alors phosphoryler ses cibles dans 
divers compartiments cellulaires notamment le noyau.                     
Dans certaines conditions, Akt peut être activée de façon indépendante de la PI3K, 
notamment en réponse à un choc thermique, où à une entrée massive de calcium. Dans la 
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lignée fibroblastique NIH3T3, l’induction d’Akt par le choc thermique n’est pas inhibée par la 
wortmannine (Konishi et al., 1996). Le calcium active la CAMKK (Ca++/calmodulin-
dependant protein kinase kinase) qui pourrait phosphoryler directement Akt sur Thr308, et ce 
de manière PI3K indépendante (Yano et al., 1998).   
 
2.3. Protéines régulatrices d’Akt 
Les mécanismes moléculaires qui sous tendent l’inactivation de la protéine Akt restent 
encore peu connus à ce jour. Cependant, l’état de phosphorylation des résidus Thr 308 et Ser 
473 peut être dissociée, tant en terme de cinétique de déphosphorylation que des molécules 
impliquées dans ce mécanisme. La déphosphorylation de la Thr 308 intervient plus 
rapidement que celle de Ser 473 (Yamada et al., 2001), tandis que la staurosporine et l’acide 
okadaïque inhibent seulement la phosphorylation de la Thr 308 (Hill et al., 2001). Ces 
résultats suggèrent donc qu’il existe vraisemblablement au moins deux phosphatases 
différentes impliquées dans la régulation du niveau de phosphorylation d’Akt, une de type 
PP2A, sensible à l’acide okadaïque et qui régule Thr 308, et une de type PHLPP, 
staurosporine insensible et qui régule Ser 473 (Gao et al., 2005). 
 
a). La phosphatase PP2A 
 
        PP2A est une phosphatase oligomérique à activité Sérine/Thréonine impliquée dans la 
régulation de nombreux processus cellulaires, tels le contrôle de plusieurs voies de 
transduction du signal (et notamment le relais PI3K/Akt), la progression du cycle cellulaire, la 
réplication de l’ADN, la transcription des gènes et la traduction des protéines. Leur perte de 
fonction a été associée à la transformation cellulaire (Janssens et al., 2005)et il a été décrit un 
rôle de cette phosphatase dans la régulation de complexes adhésifs de type cadhérines 
(Takahashi et al., 2006) ou intégrines (Mulrooney et al., 2000).                
Les protéines PP2A, inhibées in vitro lors d’un traitement par l’acide okadaïque (Gehringer, 
2004; Millward et al., 1999), comportent trois sous-unités.  
• une sous-unité catalytique de 36 kDa (PP2AC) dont le domaine amino terminal contient  
le cœur catalytique commun à tous les membres de la famille 
• une sous-unité d’assemblage régulatrice de 65 kDa (PR565 ou sous-unité A) qui 
s’associe étroitement in cellulo à PP2AC de sorte à former le core-enzyme A/C.  
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• une troisième sous-unité régulatrice (sous-unité B) qui se lie aux sous-unités A et C. 
Actuellement, quatre familles différentes ont été identifiées. On distingue la famille B, la 
famille B′, la famille B″ et la famille B″′ (Janssens and Goris, 2001).          
Chaque sous-unité de PP2A présente au moins deux isoformes et des variants d’épissage qui 
sont exprimés différemment selon le tissu et le stade de développement, ce qui donne environ 
75 compositions d’holoenzymes différentes. Cette multitude de combinaisons possibles 
explique nos connaissances partielles sur les mécanismes moléculaires et cellulaires régulés 
par cette protéine. Les phosphatases de la famille PP2A sont actives à l’état de dimère A/C ou 
de trimère A/ B/ C. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 25: Structure de l’holoenzyme PP2A. C est la sous-unité catalytique, A est la première sous-unité 
régulatrice, et B, B′, B″ et B′″ constituent le second type de sous-unités régulatrices. Chez les mammifères, les 
sous-unités A et C sont codées par deux gènes (α et β), la sous-unité B/ PR55 est codée par quatre gènes voisins 
(α, β, γ et δ) et la sous-unité B′/ PR61 est codée par cinq gènes voisins (α, β, γ, δ et ε). D’après Janssens and 
Goris, Biochem J 2001 (Janssens and Goris, 2001). 
La localisation de PP2A est très variable puisqu’elle peut se localiser au niveau du noyau, des 
mitochondries, du cytosquelette ou de la membrane plasmique. De plus, cette localisation 
corrèle avec ses fonctions régulatrices de la prolifération, de l’apoptose, de l’adhésion et de la 
transcription génique. Ainsi, des données de complémentation chez la levure démontrent que 
les différentes sous-unités effectuent des fonctions cellulaires non redondantes (Zhao et al., 
1997). D’autre part, PP2A est régulé via la composition de l’holoenzyme (fixation des quatre 
familles de la sous unité B), via des modifications post traductionnelles (inhibition des sous 
unités C par méthylation et phosphorylations, augmentation de l’activité phosphatase par 
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phosphorylation des sous-unités régulatrices B), par des interactions avec des protéines 
inhibitrices nucléaires comme SET (Li et al., 1996) ou encore par une modulation de son 
niveau d’expression en réponse à une différenciation induite par l’ATRA dans les cellules 
HL60 (Nishikawa et al., 1994). 
 
b). Les phosphatases PHLPP 
 
      Les protéines PHLPP, membres de la sous famille des phosphatases PPM (Protein 
Phosphatase Mg2+ activated), nécessitent la présence du cofacteur Mg2+ et/ ou Mn2+ pour leur 
activité catalytique et ne sont pas inhibées par les traditionnels inhibiteurs de protéines 
phosphatases comme l’acide okadaïque. La famille des sérine/thréonine phosphatases PHLPP 
(Pleckstrin Homology domain Leucin-rich repeat Protein Phosphatase), qui comprend trois 
membres PHLPP1α, PHLPP1β et PHLPP2, contrôle l’amplitude et la durée de la 
signalisation dépendante d’Akt (et aussi de PKC) en déphosphorylant spécifiquement son 
motif hydrophobe. Les trois isoformes sont localisées sur des régions chromosomiques 
fréquemment perdues dans les cancers par perte d’hétérozygotie (LOH). PHLPP1α et 
PHLPP1β sont des variants d’épissage issus du même gène localisé dans une région à haute 
LOH dans les cancers coliques (18q21.33), tandis que PHLPP2 est issu d’un seul gène d’une 
région sujette à LOH dans les cancers du sein et de l’ovaire (16q22.3-16q23.1) (Brognard and 
Newton, 2008). D’un point de vue structural, toutes les isoformes possèdent dans leur partie 
amino terminale un domaine PH qui contient seulement une arginine dans le motif Arg-X-
Arg-X-Phe nécessaire pour la liaison aux D3-phosphoinositides. Ainsi, les travaux de Gao 
(Gao et al., 2005) montrent qu’un mutant PHLPP1α délété de son domaine PH est capable de 
réguler la phosphorylation d’Akt, suggérant donc que le domaine PH de PHLPP n’est pas 
indispensable pour la régulation cellulaire d’Akt. Le domaine PH est suivi d’une région 
contenant 15 motifs leucine (LRR pour Leucine Rich repeat Region) qui précède le domaine 
catalytique. Dans leur partie carboxy terminale, les phosphatases PHLPPs contiennent un 
motif consensus de fixation aux protéines PDZ, crucial pour la régulation de la 
déphosphorylation d’Akt, de la régulation de l’apoptose et de la fonction suppresseur de 
tumeur (Brognard and Newton, 2008).  
Gao et ses collaborateurs (Gao et al., 2005) montrent que la surexpression de PHLPP1α 
conduit à la déphosphorylation spécifique d’Akt sur Ser 473, induit l’apoptose et diminue la 
croissance tumorale de cellules cancéreuses injectées dans des souris Nude. Les travaux de 
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Brognard (Brognard et al., 2007) démontrent que les isoformes PHLPP1et PHLPP2 
déphosphorylent toutes les deux le résidu hydrophobe Ser 473 d’Akt, mais surtout que ces 
phosphatases régulent et inhibent spécifiquement et différentiellement les trois isoformes 
d’Akt. Grâce à des expériences de déplétion endogène (siRNA), ils montrent que PHLPP1 
influence spécifiquement le niveau de phosphorylation de HDM et de GSK3α via Akt2 tandis 
que PHLPP2 affecte de manière spécifique le niveau de phosphorylation de p27 via Akt3. 
 
2.4. Conséquences biologiques de l’activation d’Akt 
Akt orchestre les mécanismes moléculaires favorisant la prolifération, la survie, la 
croissance, l’angiogenèse, la motilité cellulaire ou le métabolisme du glucose. En outre, une 
activation aberrante de cette kinase, soit par mutation ou amplification, soit par mutation et/ 
ou amplification des protéines de « l’Aktosome » (RTK, RAS, RCPG, PI3K, PDK1, PDK2, 
PTEN, SHIP, PP2A ou PHLPP) est fréquente dans de nombreuses tumeurs solides ou 
hématopoïétiques (Hennessy et al., 2005). Une fois activée par double phosphorylation à la 
membrane, Akt diffuse dans le cytosol et est transloquée vers le noyau où elle peut 
phosphoryler certaines de ses cibles (Andjelkovic et al., 1997) ;(Alessi et al., 1996b). Akt 
possède de nombreux substrats potentiels mis en évidence après surexpression d’Akt, 
expression de dominants négatifs d’Akt ou de ses substrats, mais seuls certains d’entre eux 
ont été montrés comme directement phosphorylés dans des conditions physiologiques in vivo 
par Akt (Vanhaesebroeck and Alessi, 2000).  
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Figure 26: Signalisation en aval d’Akt : substrats et fonctions cellulaires associées. D’après Bellacosa et 
al, Advances in CANCER RESEARCH 2005 (Bellacosa et al., 2005). 
 
2.5. Phénotype des souris Knock Out  
Les souris Akt1−/− sont viables avec un excès modéré de mortalité périnatale et une 
réduction de la masse corporelle de 20 à 30% (Chen et al., 2001).     
 Les souris Akt2−/− sont viables, se développent normalement durant l’embryogenèse et 
présentent des anomalies du métabolisme du glucose de type diabète de type II (Cho et al., 
2001).            
 Les souris Akt3−/− sont viables, se développent normalement durant l’embryogenèse et 
présentent une réduction de la masse cérébrale par diminution de la taille et non du nombre de 
neurone liée à l’inhibition de mTOR (Easton et al., 2005).                                          
Ces différences de phénotypes montrent que les 3 isoformes peuvent avoir des actions 
physiologiques non redondantes mais aussi compensatrices.                       
Par exemple, les souris double KO Akt1−/− et Akt2−/− se développent jusqu’au terme 
(contrairement aux souris mTOR-/-), meurent quelques jours après la naissance de défaillance 
respiratoire (atrophie des muscles du diaphragme) et présentent plusieurs défauts (masse 
corporelle réduite de moitié, atrophie musculaire, défaut de développement cutané, retard 
d’ossification et absence d’adipogenèse) (Peng et al., 2003).     
 Les souris Akt1−/− et Akt3−/− meurent au 12ème jour du développement embryonnaire 
avec des défauts de formations des vaisseaux sanguins et du système nerveux (Yang et al., 
2005). Contrastant avec ces deux phénotypes létaux dans lesquels Akt1 est invalidé, les souris 
Akt2−/− et Akt3−/− sont viables, présentent une taille réduite d’environ 25% par rapport au 
témoin, une légère diminution du poids et de la taille du cerveau et des testicules ainsi qu’une 
intolérance au glucose et à l’insuline (Dummler et al., 2006).    
 Les souris Akt1+/- Akt2-/- Akt3-/- sont viables, présentent un diabète sévère et une 
taille réduite de 50% par rapport au témoin. L’atrophie musculaire observée dans les souris 
Akt1-/- Akt2-/- ainsi que la diminution de la taille du cerveau sont attribuées à une réduction de 
l’activité de mTORC1.                                               
Tous ces modèles suggèrent donc l’existence d’une hiérarchie au sein des 3 isoformes. Akt1 
est l’isoforme prédominante, nécessaire et suffisante pour le développement embryonnaire et 
la survie post-natale. Akt2 seul n’est pas capable de supporter l’embryogenèse à la différence 
d’Akt3 qui est nécessaire pour l’embryogenèse mais pas pour la viabilité à l’âge adulte.       
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Akt2 et Akt3 ont des fonctions redondantes dans la régulation du métabolisme du glucose et 
de la croissance cellulaire. Il est intéressant de noter que le phénotype Akt1-/- Akt3-/- est 
similaire à celui des souris déficientes pour mTORC2-/-, soulignant l’importance de mTORC2 
dans l’activation de ces deux isoformes. De plus, les cibles cruciales d’Akt1 et d’Akt3 
seraient représentées essentiellement par les FT Foxo, et non GSK3 ou TSC2 dont l’état 
d’activation n’est pas affecté dans les modèles déficients en mTORC2. De fait, les Foxo sont 
impliqués dans la vasculogenèse qui est détériorée dans les doubles KO Akt1-/- Akt3-/- et dans 
les embryons déficients en mTORC2 (Potente et al., 2005). 
 
3. Statut de la voie PI3K/Akt dans les LAM 
3.1. Expression et activation        
Les sous-unités p110α, p110β, et p110γ sont exprimées dans 50 à 70%  des LAM mais 
à des niveaux variables, alors que la p110δ est constamment exprimée (Billottet et al., 2006; 
Sujobert et al., 2005). Le niveau d’expression protéique d’Akt est variable mais relativement 
constant selon les séries. Plusieurs études récentes ont montré que le module PI3K/Akt est 
activé dans environ 50 à 91% des échantillons leucémiques (Min et al., 2003; Tazzari et al., 
2004; Xu et al., 2003). La plupart de ces études a montré par western blot, par dosage de 
l’activité kinase ou par CMF, une phosphorylation constitutive d’Akt sur les résidus Thr308 et 
Ser473. De plus, une étude a mise en évidence la phosphorylation d’Akt sur Ser 473 dans le 
compartiment CD34+CD38-CD123+ (Bardet et al., 2006) . A l’inverse, une phosphorylation 
d’Akt n’est pas détectée dans les CD34+ normales. Cependant, la phosphorylation simultanée 
sur Thr308 et Ser473, dénotant d’une pleine activation d’Akt, n’est pas toujours observée 
dans les cellules d’un même échantillon leucémique. En effet, il peut être observé une 
phosphorylation sur Thr308 alors que Ser473 n’est pas phosphorylée et inversement 
(Birkenkamp et al., 2004; Zhao et al., 2004). Une des cibles d’Akt, GSK3 est constamment 
phosphorylée dans les LAM. A ce jour, il n’a pas été montré de corrélation entre l’activation 
de la voie PI3K/Akt et les caractéristiques bio cliniques des LAM comme la leucocytose, les 
mutations de FLT3, NPM1 ou Ras, le type FAB, le caractère secondaire ou de novo, les 
anomalies cytogénétiques et le statut au diagnostic ou à la rechute. Deux études ont établi que 
la phosphorylation d’Akt est un facteur pronostique péjoratif dans les LAM pour la survie 
globale (Kornblau et al., 2006; Min et al., 2003). Une étude contradictoire a montré que les 
patients ayant une phosphorylation d’Akt sur Ser473 (PI3K+) après 4 heures de déprivation 
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sérique ont un meilleur pronostic en terme de survie globale que les patients PI3K- 
(Tamburini et al., 2007). Ces différences pourraient être expliquées par des populations de 
patients hétérogènes selon les séries et les conditions de culture des cellules leucémiques ex 
vivo avant analyse (déprivation sérique notamment). En effet, il peut être observé une 
diminution du niveau de phosphorylation d’Akt dans certains échantillons suggérant une 
dépendance vis-à-vis du microenvironnement médullaire et cytokinique (Tamburini et al., 
2008; Zhao et al., 2004). A l’inverse, nous avons vu que le stress cellulaire peut inhiber des 
phosphatases et induire, au moins transitoirement, la phosphorylation d’Akt. Certaines études 
ont montré que le niveau de phosphorylation d’Akt n’est pas modifié par la congélation des 
échantillons primaires (Tazzari et al., 2004; Xu et al., 2003). L’activation de la PI3K n’est pas 
liée à des mutations de la sous-unité p110δ (Cornillet-Lefebvre et al., 2006) ni de la p110α 
comme nous l’avons montré (Bousquet et al., 2005). Les mécanismes d’activation de la voie 
PI3K/Akt restent encore hypothétiques, probablement multifactoriels et ont fait l’objet d’une 
revue récente (Martelli et al., 2006). De plus, ils sont discutés dans la revue de l’équipe 
intitulée « mTOR, a new therapeutic target in Acute Myeloid Leukemia » (Recher et al., 
2005b). 
3.2. Effet des inhibiteurs        
Le LY294002, un inhibiteur réversible de toutes les PI3K, induit une inhibition de la 
prolifération et l’apoptose des cellules de LAM. De plus, l’incubation des blastes pendant 16 
heures avec du LY294002 (25 µM) avant injection dans des souris NOD/SCID irradiées a 
permis de montrer que la PI3K est probablement nécessaire pour la prise de greffe et peut être 
la survie des CSL (Xu et al., 2003). Le LY294002 est beaucoup moins toxique pour les 
CD34+ normales car s’il limite leurs capacités de greffe chez la souris il ne les abroge pas à 
l’inverse des CSL. Plusieurs cibles d’aval d’Akt ont été étudiées dans les LAM. La plupart 
d’entre elles sont effectivement activées et sont impliquées dans l’apoptose. Une de ces 
cibles, la protéine pro-apototique Bad, subit une phosphorylation inhibitrice dans les LAM, 
bien que ces résultats soient controversés (Xu et al., 2003; Zhao et al., 2004). Le LY294002 
inhibe la phosphorylation d’Akt et celle de Bad, inhibe de façon dose dépendante la 
croissance des progéniteurs leucémiques en milieu semi solide et induit une apoptose modeste 
des cellules leucémiques qui est potentialisée par des inhibiteurs de MAPK et par l’acide tout-
trans rétinoique. De plus, NF-κB, une autre cible indirecte d’Akt, est également inhibée par le 
LY294002 dans les blastes leucémiques (Birkenkamp et al., 2004). La protéine MRP1 
(Multidrug Resistance associated Protein 1) qui fait partie de la famille des protéines d’efflux 
impliquées dans la résistance aux agents génotoxiques est contrôlée par la PI3K (Tazzari et 
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al., 2007). Le LY294002 diminue l’expression de MRP1 mais pas de la PgP et diminue 
l’efflux de rhodamine suggérant un niveau de régulation supplémentaire (à côté de la 
modulation des protéines de l’apoptose) pour expliquer la potentialisation de l’effet des 
génotoxiques comme le VP16 (Billottet et al., 2006). Akt induit la phosphorylation de Mdm2, 
sa translocation nucléaire et l’ubiquitinylation de p53 avant dégradation par le protéasome. De 
façon concordante, l’inhibition de la PI3K par le LY294002 est corrélée à une induction de 
l’expression de p53 dans les cellules leucémiques suggérant que p53 peut être régulé dans 
certains cas par la PI3K.                               
L’IC87114, un inhibiteur sélectif de la p110δ (au contraire du LY294002 qui inhibe 
également les protéines kinases de la superfamille des PI3K), n’induit pas d’apoptose mais 
bloque la prolifération cellulaire ou induite par le ligand de FLT3 dans le même ordre de 
grandeur que le LY294002. Cet inhibiteur n’a pas d’effets toxiques sur les progéniteurs 
normaux CD34+ (Sujobert et al., 2005). Une autre étude a confirmé ces résultats et montré de 
plus une synergie avec l’étoposide probablement liée à une inhibition de l’activité de NF-κB. 
Les deux agents en combinaison sont beaucoup moins toxiques sur les cellules 
hématopoïétiques normales (Billottet et al., 2006). 
 
D. La voie de signalisation mTOR ou mammalian Target Of 
Rapamycin  
1. Le complexe mTORC1       
 La protéine mTOR (mammalian Target Of Rapamycin), autrement appelée FRAP1 
(FKBP12-Rapamycin-Associated Protein), RAPT (Rapamycin Target) ou SEP (Sirolimus 
Effector Protein), est une protéine ubiquitaire de 289 kDa dont le gène est située sur le 
chromosome 1p36.2 Cette sérine thréonine kinase, initialement mise en évidence en 1991 
dans la levure Saccharomyces cerevisiae, possède une structure hautement conservée de la 
levure au mammifère, avec 95% d’homologie de séquence entre la souris, le rat et l’homme. 
mTOR, en réponse au microenvironnement et aux conditions nutritives (FC, acides aminés) et 
énergétiques (ratio AMP/ ATP), joue un rôle central dans la régulation de la croissance et de 
la prolifération cellulaire. En effet, mTOR va réguler par phosphorylations des protéines clés 
impliquées dans le contrôle de la traduction protéique, de la transcription, de la biogenèse des 
ribosomes, de la morphologie et du cycle cellulaire. Chez la souris, l’invalidation du gène 
TOR est létale au stade embryonnaire. Les souris présentent une diminution conséquente de la 
masse cellulaire, des capacités de prolifération des cellules du trophoblastes et un 
Chapitre I                                                                              Structure du complexe mTORC1 
 
     86
défautsévère de formation du prosencéphale (Bhaskar and Hay, 2007; Guertin and Sabatini, 
2007). Son activité kinase est inhibée spécifiquement par la rapamycine, une lactone 
macrocyclique, produite par la bactérie Streptomyces hygroscopicus et qui présente des 
propriétés antifungiques, antiprolifératives et immunosuppressives. In cellulo, la rapamycine 
se lie à une immunophiline de 12 kDa, FKBP12 (FK506-binding protein), et ce complexe se 
fixe au domaine catalytique FRB (FK506 binding protein Rapamycin Binding domain) de 
mTOR, situé en carboxy terminal, induitsan l’inhibition de son activité.             
             Chez l’homme, la protéine mTOR se trouve sous la forme de deux complexes 
multiprotéiques, mTORC1 et mTORC2, ayant des structures, des modes de régulation, des 
fonctions et une sensibilité différente à la rapamycine (Bhaskar and Hay, 2007). 
 
1.1. Structure 
Le complexe mTORC1, sensible à la rapamycine, est constitué d’au moins trois 
protéines, mTOR, mLST8/GβL et Raptor. Récemment, PRAS40, (Prolin-rich Akt/PKB 
substrate 40 kD), un quatrième composant du complexe, a été mis en évidence. L’invalidation 
génique des différents composants de mTORC1 et mTORC2 ont permis de différencier la part 
de ces deux complexes dans le développement embryonnaire et l’importance relative des 
différents composants de ces complexes. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 27: Structure du complexe mTORC1. D’après Bhaskar and Hay, Dev Cell 2007 (Bhaskar and Hay, 
2007). 
 Le domaine amino terminal, composé de plus de 20 motifs HEAT (Huntingtin 
Elongation factor3 A subunit of PP2A TOR) répétés en tandem et impliqués dans les 
interactions protéines- protéines, est suivi d’un domaine FAT (FRAP ATM TRRAP) qui 
permet de moduler l’activité kinase de mTOR.             
 Le domaine FRB (FKBP12 Rapamycin Binding Domain), nécessaire à l’interaction 
de mTOR avec le complexe Rapamycine-FKBP12, précède le domaine catalytique qui est 
situé en carboxy terminal.  Le domaine NR ou RD (Repressor Domain) situé à l’extrémité 
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carboxy terminale est un domaine auto inhibiteur putatif, est suivi du domaine FATC (FAT C 
terminus) absolument nécessaire à l’activité kinase de mTOR puisque la délétion  d’un simple 
acide aminé de ce domaine abolit totalement l’activité de mTOR (Peterson et al., 2000; 
Takahashi et al., 2000).        
 Raptor est une protéine de 150 kDa avec sept domaines WD répétés, et dont le rôle 
est de recruter les substrats de mTOR qui possèdent des domaines TOS (TOR Signalling), 
bien qu’elle puisse participer à la stabilisation de mTORC1 (Bhaskar and Hay, 2007). Dans 
des conditions de privation en nutriments, Raptor se lie avec une haute affinité à mTOR, ce 
qui le maintient dans une conformation inactive, tandis qu’en milieu riche, cette interaction 
est moins forte, permettant ainsi à mTOR de phosphoryler ses cibles (Kim et al., 2002). Les 
souris KO pour Raptor meurent très tôt au cours du développement, avec le même phénotype 
que les souris KO pour mTOR. Ces résultats suggèrent donc que Raptor est une protéine 
essentielle au complexe mTORC1 ainsi qu’à l’embryogenèse précoce (Guertin et al., 2006).
 mLST8/GβL est une protéine de 36 kDa sans activité catalytique qui interagit 
notamment avec le domaine kinase de mTOR, via ses domaines WD40 répétés (Smith et al., 
1999).La fonction de mLST8/GβL est moins bien définie dans le complexe mTORC1, mais 
cette protéine est nécessaire pour l’activation de mTOR par les acides aminés, et elle 
augmente l’activité kinase de mTOR. Les souris KO pour mLST8/GβL, comme celles KO 
pour mTORC1 et Raptor, ne sont pas viables, suggérant donc un rôle essentiel de tous les 
composants du complexe mTORC1. Cependant, les embryons mLST8/GβL-/- meurent plus 
tard (entre le 10ème et 11ème jour) que les embryons Raptor-/- ou mTOR-/-, suggérant donc que 
mLST8/GβL n’est pas nécessairement requis pour l’activité de mTORC1. De plus, l’analyse 
des souris KO montre que cette protéine a un rôle très important dans le complexe mTORC2, 
notamment dans le maintien de l’intercation Rictor-mTOR (Guertin et al., 2006). 
 PRAS40 (Prolin-rich Akt/PKB Substrate 40 kD), qui peut interagir directement avec 
Raptor et mTOR au niveau de son site catalytique, représente un nouveau substrat direct 
d’Akt en réponse à une stimulation par l’insuline (Sancak et al., 2007; Vander Haar et al., 
2007). En effet, PRAS40 régule négativement l’activité de mTORC1 en inhibant la liaison à 
ses substrats, et il a été décrit que la surexpression de PRAS40 inhibe les phosphorylations de 
4E-BP1 et de S6K sur leurs sites de phosphorylation sensibles à la rapamycine. Inversement, 
sa déplétion spécifique augmente l’activation des cibles de mTORC1 en réponses à une 
stimulation par les acides aminés (Fonseca et al., 2007; Oshiro et al., 2007; Wang et al., 
2007a).  
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1.2. Fonctions de mTORC1 
Son rôle majeur est de contrôler la synthèse protéique, notamment en phosphorylant 
des substrats impliqués dans la traduction d’ARN messagers particuliers. Parmi les nombreux 
effecteurs de mTORC1, les cibles d’aval les mieux caractérisées sont la protéine kinase 
ribosomale p70S6K1 (p70S6K ou S6K) et la protéine 4E-BP1, (4E-Binding Protein 1) qui lie 
le facteur d’initiation de la traduction eIF4E. Un très grand nombre de travaux sur l’activité de 
la rapamycine ont utilisé le statut de phosphorylation de S6K, sur la thréonine 389 et de 4E-
BP1, sur les thréonines 37, 41 et 70, comme témoins de l’activité de mTOR.      
Outre son rôle dans la traduction protéique, le complexe mTORC1 est impliqué dans le 
contrôle de la biogenèse des ribosomes, de l’autophagie et du métabolisme cellulaire (du 
glucose et des lipides notamment). Dans ce manuscrit, nous nous focaliserons essentiellement 
sur le rôle des protéines S6K et 4E-BP1dans le contrôle de la traduction.         
S6K, une sérine thréonine kinase de la famille AGC, incluant également Akt, RSK, SGK et 
PKC (Peterson and Schreiber, 1999), est cartographié sur la région chromosomique 17q23, un 
site fréquent d’amplification génique (cancer du sein notamment) (Barlund et al., 2000). Chez 
l’homme et la souris, il existe 2 gènes S6K, S6K1 et S6K2, produisant chacun deux isoformes 
par épissage alternatif (Avruch et al., 2001). L’isoforme la plus courte, p70S6K, migre à 70 
kDa et présente une localisation cytoplasmique. L’isoforme la plus longue, p85S6K car 
migrant à 85 kDa, est retrouvée majoritairement dans le noyau grâce à la présence d’une 
séquence NLS en Terminal.                         
Le mécanisme d’activation des protéines S6K nécessite une phosphorylation hiérarchique 
multi sites (au moins 7) par de multiples kinases. La phosphorylation de S6K sur de multiples 
résidus, notamment par mTOR, est nécessaire mais pas suffisante pour induire la pleine 
activation de la kinase (Burnett et al., 1998; Isotani et al., 1999; Kim et al., 2002; Saitoh et al., 
2002). Grâce à l’interaction de Raptor avec le motif TOS (TOR Signalling) de S6K, situé dans 
le domaine amino terminal, mTOR phosphoryle directement S6K1 et S6K2 sur le site Thr 
389, au niveau du domaine linker. Ainsi, combinée avec la phosphorylation des autres résidus 
présents dans le domaine auto inhibiteur, la phosphorylation de Thr 389 par mTOR sert de 
site de fixation à PDK1 (Biondi et al., 2001; Frodin et al., 2002)  qui phosphoryle alors S6K 
sur la Thr229 dans la boucle d’activation du site catalytique (Alessi et al., 1998; Dennis et al., 
1998). Une fois activée, S6K phosphoryle la petite protéine ribosomale S6 (RPS6), localisée 
dans la petite sous-unité ribosomale 40S, notamment sur les résidus Ser235/ 236, bien que 
cette phosphorylation soit également assurée par la kinase p90RSK (p9O Ribosomal Protein 
S6 Kinase) (Averous and Proud, 2006; Roux et al., 2007).                         
Chapitre I                                                                              Fonctions du complexe mTORC1 
 
     89
L’activation de S6Ks corrèle avec une augmentation de la traduction d’une classe spécifique 
d’ARNm, caractérisée par la présence d’une séquence de terminaison oligopyrimidine en 5’ 
(TOP), et codant pour les protéines de la machinerie ribosomale (protéines ribosomales, 
facteurs d’élongation eEF1A, eEF2) (Jefferies et al., 1997; Meyuhas, 2000).                  
La traduction des ARNm est un processus complexe qui nécessite l’action concertée de 
facteurs d’initiation, de facteurs d’élongation et de facteurs de terminaison. Dans la plupart 
des cellules, la phase d’initiation de la traduction est la phase limitante, et notamment la 
disponibilité du facteur d’initiation eIF4E qui joue un rôle capital dans ce processus. En effet, 
eIF4E est une phosphoprotéine qui interagit directement avec les ARNm à traduire dès leur 
sortie du noyau, au niveau de leur structure cap, ou m7GpppN (où m est un groupe méthyle et 
N un nucléotide), présente à l’extrémité 5′. La fixation d’eIF4E permet de diriger la traduction 
protéique, notamment via la formation du complexe eIF4F (eIF4A, eIF4E et eIF4G) puis le 
recrutement du facteur eIF3 et de la sous unité ribosomale 40S indispensables à la traduction.        
La formation du complexe eIF4F est régulée par une famille de protéines représentées par 3 
petits polypeptides (4E-BP1/2/3). 4E-BP1, ou PHAS-1 (Protein Heat and Acid Stable-1) est 
la mieux étudiée des trois. Les protéines 4E-BP, qui répriment la traduction par compétition 
avec eIF4G pour la liaison à eIF4E, sont régulées par phosphorylation. Sous forme 
hypophosphorylée, l’affinité de liaison entre 4E-BPs et eIF4E est grande, ce qui induit 
l’inhibition de la traduction. Sous forme hyperphosphorylée, notamment par mTORC1, 4E-
BP1 se dissocie d’eIF4E, libérant ainsi eIF4E qui va pouvoir former le complexe eIF4F, et  
initier la traduction cap dépendante (Gingras et al., 2001b).                           
La rapamycine inhibe la phosphorylation des 4E-BPs et augmente son affinité avec eIF4E. La  
protéine 4E-BP1, qui comprend un domaine TOS en carboxy terminal nécessaire à sa liaison 
à mTOR, présente 7 sites de phosphorylation connus, dont au moins quatre nécessaires pour 
l’interaction avec eIF4E (Thr 37, Thr 46, Thr 70 et Ser 65). Les phosphorylations de 4E-BP1 
s’établissent selon une hiérarchie complexe avec une étape préalable de phosphorylation des 
résidus Thr37 et 46, peu sensibles à la rapamycine, suivie de la phosphorylation des résidus 
Ser 65 et Thr 70 extrêmement sensibles à la rapamycine (Gingras et al., 2001a). La 
dissociation de 4E-BP1 et eIF4E nécessite que ces quatre sites soient phosphorylés.  Notons 
également que d’autres protéines kinases régulent positivement (c-Abl) (Kumar et al., 2000b) 
ou négativement (PKCδ, ERK1/2) 4E-BP1 de manière sensible à la rapamycine (Bhandari et 
al., 2001; Kumar et al., 2000a; Naegele and Morley, 2004), alors que les sérine thréonine 
kinases ATM (Ataxia Telengiectasia Mutated) et Pim-2 peuvent phosphorylet et inhiber 4E-
BP1 de manière indépendante de mTORC1 (Fox et al., 2003; Yang and Kastan, 2000).                      
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Enfin, il est important de noter que S6K1 peut également influencer la traduction protéique en 
participant à l’activation du complexe d’initiation de la traduction. En effet, dans des 
conditions de privation en acides aminés, S6K1 inhibe la traduction en séquestrant eIF3, alors 
qu’après stimulation par des nutriments ou des FC, mTOR phosphoryle S6K1, libérant ainsi 
eIF3 qui va pouvoir initier la synthèse protéique. Ce processus est inhibé par la rapamycine 
donc dépendant de mTORC1. De plus, S6K1, qui phosphoryle le facteur d’initiation eIF4B 
sur Ser 422, bien que les conséquences fonctionnelles ne soient pas encore très bien établies à 
ce jour, permet l’activation du facteur d’élongation eEF2 après phosphorylation inhibitrice de 
l’eEF2 kinase (Redpath et al., 1996). On peut donc conclure que le complexe mTORC1 
intervient dans la régulation de la traduction via les protéines 4E-BP1 et S6K. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 28: Lien entre mTOR et la machinerie traductionnelle. D’après Averous and Proud, Oncogene 
2006 (Averous and Proud, 2006). 
 
1.3. Mécanisme d’activation et régulation du complexe mTORC1 
Le complexe mTORC1 est un senseur du statut nutritionnel (acides aminés), 
énergétique (FC, insuline, oncogènes) et métabolique  (ratio AMP/ ATP), impliquant une 
régulation par de nombreux mécanismes moléculaires.                    
Une avancée majeure dans la compréhension de la dynamique moléculaire d’activation du 
module mTORC1 réside dans la découverte du complexe suppresseur de tumeur TSC1/ TSC2 
(Tuberous Sclerosis Complex). Des mutations affectant le gène tsc1 ou tsc2 causent la 
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sclérose tubuleuse de Bourneville, une maladie génétique caractérisée par l’apparition de 
tumeurs bénignes, de type hamartomes, localisées dans le cerveau, les reins, le cœur, les yeux, 
les poumons ou la peau. De plus, des études génétiques et biochimiques chez la souris et la 
drosophile montrent que des mutations de TSC1 ou TSC2 induisent une augmentation de la 
taille et de la prolifération cellulaires, plaçant ainsi le module TSC1/TSC2 en aval du relais 
insuline/ PI3K/ Akt et en amont de S6K (Gao and Pan, 2001; Potter et al., 2001).    
TSC1 et TCS2 codent respectivement pour l’hamartine (130 kDa) et la tubérine (200 kDa). 
TSC2 possède une activité de GAP, GTPase Activating Protein, envers la petite GTPase Rheb 
pour Ras Homolog Enriched in Brain. Ainsi, l’inactivation du complexe, soit par mutation, 
soit par phosphorylations en réponse à divers stimuli, conduit à l’activation de Rheb qui va 
pouvoir alors interagir et activer, par un mécanisme encore  mal connu, le complexe 
mTORC1.                                
De façon intéressante, le complexe TSC1/ TSC2 est un centre d’intégration de nombreux 
signaux. Par exemple, en réponse aux FC, les voies de signalisation RAS/ MAPK et PI3K/ 
Akt vont phosphoryler TSC2 sur des résidus particuliers, ce qui aboutit à la dissociation et 
donc à l’inhibition du complexe TSC1/ TSC2 (Ballif et al., 2005; Ma et al., 2005; Roux et al., 
2004). A titre d’exemple, les travaux de Li (Li et al., 2003)démontrent que la kinase MK2, 
activée par la voie p38, phosphoryle TSC2 sur le résidu Ser1210, créant un site de fixation 
pour les protéines 14.3.3. D’autre part, en réponse à l’insuline notamment, Akt phosphoryle 
directement mTOR, sur le résidu Ser2448, mais les conséquences fonctionnelles de cette 
phosphorylation ne sont pas claires dans la mesure où la mutation de la Ser2448 en Alanine 
n’influence pas l’activation de mTOR. Cependant, la délétion des acides aminés 2430-2450 
de mTOR aboutit à l’augmentation de l’activité kinase, suggérant que le site de 
phosphorylation d’Akt se trouve dans un domaine de régulation négative.                   
Au contraire des FC, l’hypoxie, l’activation de la kinase AMPK (AMP-activated Protein 
Kinase) résultant de la déplétion en énergie cellulaire, la voie Wnt/ GSK3 ou les 
glucocorticoïdes inhibent mTORC1 en induisant l’activation par phosphorylation du 
complexe TSC1/ TSC2 (Inoki et al., 2006; Reiling and Sabatini, 2006). Enfin, une carence en 
acides aminés conduit à activer le complexe TSC1/ TSC2, notamment via l’inhibition de 
Rheb, bien que le mécanisme moléculaire de cette inhibition par les acides aminés soit encore 
un mystère à ce jour. A titre d’exemple, il a été montré que la déplétion en acides aminés 
dissocie Rheb-GTP de mTOR (Long et al., 2005), bien que l’impact de la carence en acides 
aminés sur le loading GTP/ GDP de Rheb soit controversé (Smith et al., 2005; Zhang et al., 
2003b). D’autre part, deux études montrent que hVps34, la PI3K de classe III, intervient dans 
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l’activation de mTORC1 en réponse à une stimulation par les acides aminés (Byfield et al., 
2005; Nobukuni et al., 2005).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 29: Le réseau mTOR. D’après Guertin and Sabatini, Cancer Cell 2007 (Guertin and Sabatini, 
2007). 
Enfin, il est important de noter qu’Akt peut activer mTORC1 de façon indépendante du 
complexe TSC1/TSC2, par la phosphorylation de la protéine PRAS40 qui fait partie du 
complexe mTORC1 (Vander Haar et al., 2007). PRAS, un régulateur négatif de l’activité de 
mTORC1, est un substrat d’Akt dont la phosphorylation génère un site de liaison pour les 
protéines 14-3-3 et dissocie PRAS40 de mTORC1.  
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Figure 30: Co-régulation de mTOR par Rheb et PRAS40. D’après Guertin and Sabatini, Cancer Cell 2007 
(Guertin and Sabatini, 2007). 
 
2. Le complexe mTORC2 
2.1. Structure 
Le complexe mTORC2, constitué d’au moins quatre protéines, mTOR, mLST8/GβL, 
Rictor et Sin1, est insensible à la rapamycine, car le couple FKBP12-rapamycine ne peut pas 
se lier à mTOR au sein de ce complexe (Jacinto et al., 2004; Loewith et al., 2002; Sarbassov 
et al., 2004). Contrairement à mTORC1 dans lequel Raptor est le seul composant absolument 
nécessaire à l’activité du complexe protéique, l’intégrité de mTORC2 nécessite la présence de 
rictor, Sin1 et mLST8. Un défaut d’expression d’un des ces composants suffit en effet à 
inhiber l’activité de mTORC2 (Sarbassov et al., 2004). L’intégrité de mTORC2 n’est pas 
altérée par la déprivation en sérum ou en acides aminés (Jacinto et al., 2004). L’analyse des 
KO murins de mTORC1 et mTORC2 montrent que mTORC1 est fondamental pour 
l’embryogenèse précoce tandis que mTORC2 est nécessaire aux phases plus tardives. 
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Figure 31: Structure du complexe mTORC2. D’après Bhaskar and Hay, Dev Cell 2007 (Bhaskar and Hay, 
2007). 
 Rictor (Rapamycin-insensitive companion of mTOR) est une protéine de 200 kDa qui 
n’est pas entièrement caractérisée puisqu’il n’a pas été identifié à ce jour de domaines 
fonctionnels connus. Contrairement aux autres protéines associées à mTOR, rictor n’est pas 
bien conservée parmi les eucaryotes. Les embryons Rictor-/- meurent au 10-11ème jour de 
l’embryogenèse et ont des anomalies du placenta et de la vasculogenèse. Il existe une quantité 
inversement proportionnelle entre Raptor et rictor dans les lignées cellulaires alors que la 
quantité de mTOR est sensiblement la même (Kim et al., 2002). De plus, la déplétion de rictor 
par un siRNA augmente la quantité de Raptor et aboutit à l’augmentation du niveau de 
phosphorylation de S6K suggérant que la composition intracellulaire des 2 complexes de 
mTOR est dynamique.        
 LST8/GβL a probablement un rôle beaucoup plus important dans mTORC2 que dans 
mTORC1. En effet, le embryons mLST8/GβL-/- n’ont pas le même phénotype que mTOR-/- ou 
Raptor-/-, meurent plus tard (10-11ème jour de l’embryogenèse) et présentent des défauts de la 
vasculogenèse de façon similaire aux embryons Rictor-/-. De plus, mLST8/GβL est crucial 
pour maintenir l’interaction et la signalisation de mTORC2 mais pas de mTORC1, dans les 
fibroblastes embryonnaires murins. L’interaction entre Rictor et  mTOR n’est pas influencée 
par des régulateurs connus de mTORC1 comme le taux intracellulaire de leucine et le stress 
mitochondrial. mTOR est auto phosphorylée et conserve son activité kinase au sein du 
complexe mTORC2 mais ne régule pas les cibles classiques de mTORC1.  
 SIN1 (SAPK Interacting protein 1), autrement appelée MIP1 (MEKK2 Interacting 
Protein), est une protéine de 70 kDa qui interagit directement avec Rictor mais pas avec 
Raptor. Il existe 5 isoformes issues d’un épissage alternatif chez l’homme dont 3 (SIN1.1, 
SIN1.2 et SIN1.5) peuvent être retrouvées dans le complexe mTORC2 (Frias et al., 2006). Le 
KO pour SIN1 est létal au stade embryonnaire. En l’absence de SIN1, Rictor ne peut interagir 
avec mTOR et de la même façon, SIN1 ne peut interagir avec mTOR dans des cellules où 
Rictor n’est pas exprimé (Frias et al., 2006; Jacinto et al., 2006). De plus, dans les cellules 
déficientes en mLST8/GβL, Rictor ne peut pas s’associer à mTOR (Guertin et al., 2006). Il 
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existe donc une interdépendance forte entre ces trois composants pour leur interaction avec 
mTOR. SIN1 permettrait de présenter des sites d’interactions pour des substrats du complexe 
mTORC2, comme Akt. SIN1 interagit également avec les composants de la cascade de 
signalisation induite par le stress cellulaire comme MEKK2 et JNK mais il n’est pas encore 
déterminé si ces interactions influencent l’activité de mTORC2. 
 
2.2. Fonctions de mTORC2 
Le rôle biologique du complexe mTORC2 n’est pas aussi bien connu que celui de 
mTORC1. Les invalidations des différents composants des deux complexes et de mTOR lui-
même ont montré que mTORC1 est fondamental pour les étapes précoces de l’embryogenèse 
alors que mTORC2 est nécessaire plus tardivement au cours de la gestation. L’inhibition 
d’expression de rictor ne modifie pas le statut de phosphorylation de S6K contrairement aux 
composants de mTORC1, démontrant que mTORC2 possède probablement des cibles d’aval 
différentes de celles de mTORC1. 
 
a). Rôle dans l’organisation du cytosquelette 
 La polymérisation et la dépolymérisation des filaments d’actine permettent notamment 
à la cellule de contrôler la fluidité du cytoplasme et de générer des mouvements qui lui 
permettent de migrer. mTORC2 régule la morphologie cellulaire en modulant la polarisation 
du cytosquelette d’actine au cours de la croissance cellulaire. Dans la lignée cellulaire 
NIH3T3, le sérum, l’insuline et l’acide lysophosphatidique induisent rapidement la formation 
de fibres de stress et l’étalement cellulaire. Ce phénomène n’est pas inhibé par la rapamycine 
ni par l’inhibition d’expression de Raptor mais est largement compromis après utilisation 
d’ARNi de chacun des 3 composants de mTORC2. De plus, la phosphorylation de la paxilline 
qui est une protéine qui recrute d’autres molécules du signal au niveau des zones focales 
d’adhésion, est inhibée en présence d’ARNi de mLST8, rictor ou mTOR. Les protéines de la 
famille de GTPases Rho (Rho, Rac et Cdc42) régulent l’assemblage et le désassemblage des 
filaments d’actine. De fait, l’expression de Rho ou Rac activés dans les cellules co-
transfectées avec les ARNi de mLST8, Rictor ou mTOR, restaure l’organisation du 
cytosquelette d’actine suggérant que mTORC2 contrôle ce processus en régulant Rho et Rac. 
En accord avec ces résultats, l’inhibition d’expression de mTOR, Rictor ou mLST8 diminue 
le taux de RacGTP démontrant que mTORC2 agit en amont de Rac. mTORC2 contrôle le 
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cytosquelette d’actine en modulant également l’activité de la protéine kinase C alpha (PKCα). 
L’inhibition de Rictor induit une diminution de la phosphorylation de la PKCα sur sérine 657 
et de son activité kinase. De la même façon, l’activation de la PKCα par un inducteur 
classique (PMA) est dépendante de mTORC2. Cependant, il ne semble pas exister 
d’interaction directe entre mTOR ou Rictor et PKCα. Il faut toutefois mentionner qu’une autre 
étude dans la lignée HeLa a retrouvé des résultats contradictoires (Jacinto et al., 2004; 
Sarbassov et al., 2004). Dans cette étude, la formation des fibres de stress est au contraire 
augmentée lorsque mTOR ou Rictor sont inhibés par un ARNi laissant supposer des 
mécanismes différents selon les modèles.  
b). Phosphorylation d’Akt sur le résidu Ser 473 
 
L’étude des fibroblastes embryonnaires murins sin1-/- a permis de démontrer d’une part 
que Sin1 est important pour la stabilisation de l’interaction entre Rictor et mTOR, et d’autre 
part qu’il est indispensable à la phosphorylation d’Akt sur le résidu Ser 473 via une 
interaction directe. Ce modèle d’invalidation génétique d’un composant de mTORC2 a permis 
de déterminer que la kinase putative (PDK2) responsable de la phosphorylation d’Akt au 
niveau de son motif hydrophobique jusqu’alors non formellement identifiée, est mTORC2 
(Jacinto et al., 2006; Sarbassov et al., 2005). L’autre résidu fondamental de phosphorylation 
d’Akt dans le site catalytique qui dépend de la kinase PDK1 (Thr 308) n’est pas influencé par 
mTORC2. De plus, ce modèle a également permis de montrer que la phosphorylation de Ser 
473 est cruciale pour la phosphorylation de certaines cibles d’Akt, notamment les membres de 
la famille des facteurs de transcription Forkhead (Foxo1/3a) et pour la protection vis-à-vis du 
stress apoptotique induit par l’étoposide ou les radicaux libres. Par contre, d’autres cibles 
d’Akt comme GSK3, TSC2, mTORC1 et S6K1 ne sont pas influencées par l’invalidation de 
sin1. Ces résultats suggèrent que la phosphorylation d’Akt sur Ser 473 pourrait être un reflet 
de sa spécificité plutôt que de sa pleine activité (Frias et al., 2006; Jacinto et al., 2006; 
Sarbassov et al., 2005).     
 
2.3. mTORC1, LAM et thérapeutique anti-cancéreuse 
Plusieurs groupes, dont le notre, ont montré que la voie mTORC1 est retrouvée 
fréquemment activée dans une proportion importante d’échantillons primaires de patients 
atteints de LAM (Recher et al., 2005a; Tamburini et al., 2008; Xu et al., 2003). Contrairement 
aux progéniteurs hématopoïétiques normaux CD34+, les deux cibles majeures de mTOR, 
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p70S6K et 4E-BP1, sont phosphorylées dans environ 70% des échantillons primaires. De 
façon intéressante, tout en épargnant le contingent normal, la rapamycine, utilisée à des 
concentrations applicables en thérapeutique, bloque la phosphorylation de ces deux protéines, 
entraîne une inhibition du pouvoir clonogène des CFU-L qui s’accompagne d’un blocage en 
phase G0/G1 du cycle cellulaire (Recher et al., 2005a). D’autre part, un certain degré de 
réponse a été observé chez certains patients traités par la rapamycine en monothérapie ou par 
d’autres inhibiteurs de mTOR (Recher et al., 2005a). Cependant, les mécanismes moléculaires 
qui sous-tendent l’activation de ce relais ne sont pas connus dans les LAM et seront évoqués 
dans la partie Annexe II et seront discutés dans la revue de l’équipe intitulée « mTOR, a new 
therapeutic target in Acute Myeloid Leukemia » (Recher et al., 2005b).           
Ces résultats placent les inhibiteurs de mTOR comme des molécules anti-leucémiques 
potentielles (Granville et al., 2006) bien que les résultats en monothérapie soient insuffisants. 
Les inhibiteurs de première génération comme le RAD-001 (everolimus, Certican®, per os, 
Novartis), le CCI-779 (temsirolimus, Torisel®, per os et intraveineux, Wyeth) et l’AP23573 
(per os et intraveineux, Ariad) ont montré une activité et un bon profil de tolérance dans des 
essais cliniques de phase I et sont actuellement en cours d’essai de phase II et III dans 
plusieurs types de cancers et d’hémopathies.  
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Figure 32: Développement d’inhibiteurs de mTOR en tant qu’agents anti-cancéreux. D’après Granville et 
al 2006 (Granville et al., 2006). 
 
E. Les tyrosines kinases de la famille Src 
1. Généralités 
 Les kinases de la famille Src (SFKs) sont des TKNR impliquées dans la régulation 
d’une grande variété de réponses biologiques telles que l’organisation du cytosquelette et la 
motilité, les contacts intercellulaires ou entre les cellules et la MEC, l’induction de la synthèse 
d’ADN, la prolifération, la différentiation et la survie cellulaire. Ces protéines, ancrées à la 
membrane plasmique via des modifications post traductionnelles, phosphorylent leurs 
effecteurs sur des résidus tyrosine, et jouent un rôle important dans l’initiation et la 
propagation des stimuli extracellulaires relayés par différents types de récepteurs 
membranaires.                                           
En 1911, Peyton Rous observa une volumineuse tumeur dans le thorax d’un poulet Plymouth 
Rock, qu’il nommera Sarcorme fusocellulaire, du fait de la présence de cellules en forme de 
fuseau. De plus, par inoculation de fragments de cette tumeur à des jeunes poulets de même 
race, il réussit à transmettre de multiples fois la tumeur de poulet à poulet (Martin, 2001). Près 
de 50 ans plus tard, fut isolé des mutants du virus du Sarcome de Rous, et en 1976, 
Dominique Stéhelin, un post doctorant français du CNRS, mis en évidence en collaboration 
avec Harold Varmus et Michael Bishop le premier proto oncogène et précurseur cellulaire 
responsable de la transformation de cellules saines en cellules cancéreuses, c-Src. Un an plus 
tard, en 1977, le gène v-Src, présent dans le génome du virus du sarcome de Rous, fut appelé 
« oncogène » du fait de sa capacité à induire un cancer puisque les travaux de Brugge et 
Erikson (Brugge and Erikson, 1977) démontrent que l’introduction d’une souche du virus du 
Sarcome de Rous dans des lapins nouveaux nés induit la formation de tumeurs.          
La transformation par l’oncogène v-Src constitutivement actif  induit trois changements 
majeurs : (i) une morphologie altérée comparativement aux cellules normales, notamment 
avec une réorganisation du cytosquelette (ii) une prolifération en l’absence de sérum (iii) une 
croissance indépendante de l’ancrage (Jove and Hanafusa, 1987).         
D’un point de vue moléculaire, la transformation cellulaire initiée par l’action de c-Src dans le 
cytoplasme conduit à des changements d’expression génique, notamment via le 
déclenchement de nombreuses voies de signalisation. En effet, c-Src va phosphoryler ses 
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substrats dans le cytoplasme, au niveau de la face interne de la membrane plasmique, au 
niveau des contacts intercellulaires ou alors au niveau des contacts focaux d’adhésion 
(Martin, 2001).                         
Basé sur une forte homologie de séquences des acides aminés, au moins huit membres des 
SFKs ont été identifiés: Src, Fyn, Yes, Lyn, Hck, Fgr, Blk et Lck. (Brown and Cooper, 1996; 
Cance et al., 1994; Lee et al., 1994; Oberg-Welsh and Welsh, 1995; Thuveson et al., 1995). 
D’autre part, certains membres de la famille présentent de multiples isoformes, résultant soit 
d’un épissage alternatif (Lyn et Fyn) (Goldsmith et al., 2002; Yi et al., 1991), soit de 
l’utilisation d’un codon START alternatif (Hck) (Lock et al., 1991). En fonction de leur profil 
général d’expression, on peut diviser les SFKs en 2 groupes.  
Les protéines c-Src, Fyn et Yes sont ubiquitaires, bien que leur expression soit beaucoup plus 
élevée dans certains types cellulaires. A titre d’exemple, le niveau d’expression de c-Src est 5 
à 200 fois supérieur dans les plaquettes, les neurones et les ostéoclastes que dans d’autres 
types cellulaires (Brown and Cooper, 1996). Une forme neuronale alternative de Src, NSrc, 
exprimée durant la différenciation neuronale (Brugge et al., 1985) et résultant d’un épissage 
alternatif a également été décrit. Cette forme NSrc diffère de c-Src par l’insertion de 6 acides 
aminés (RKVDVR) au niveau du domaine SH3, entre les exons 3 et les exons 4 (Levy et al., 
1987; Martinez et al., 1987).  
L’expression des protéines Lyn, Hck, Fgr, Blk et Lck est principalement restreinte aux 
cellules hématopoïétiques, bien que Lck et Lyn aient aussi été détectées dans les neurones 
(Bolen and Brugge, 1997; Corey and Anderson, 1999). Les lymphocytes T expriment 
principalement Fyn et Lck, les lymphocytes B Lyn et Blk et les cellules myéloïdes Lyn, c-Src, 
Fgr et Hck.  
Ainsi toutes les cellules expriment probablement différentes SFKs, et potentiellement 
plusieurs isoformes d’un membre particulier. De plus, les kinases Src peuvent être présentes 
dans des localisations subcellulaires différentes. c-Src a été retrouvée dans les cavéoles, les 
adhésions focales, les endosomes et le noyau tandis que d’autres membres de la famille tels 
que Lyn et Fgr ont été décrites dans le noyau (Thomas and Brugge, 1997). 
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Figure 33: Expression des différentes SFKs dans les cellules hématopoïétiques. D’après Lowell, Molecular 
Immunology 2004  (Lowell, 2004). 
 
2. Structure, mécanisme d’activation et régulation 
2.1. Structure 
Schématiquement, l’organisation structurale des SFKs (protéines de 52 à 62 kDa), 
conservée parmi les différents membres de la famille, peut être représentée par celle de c-Src. 
On distingue cinq régions fonctionnelles distinctes.     
 
 
 
 
Figure 34: Structure de la protéine c-Src. Adapté de Alvarez et al, Cancer 2006 (Alvarez et al., 2006). 
 
Le domaine amino terminal  ou SH4 (Src homology 4) est une séquence composée 
de 15 acides aminés qui va être le lieu de modifications impliquant l’addition de lipides. 
Ainsi, les résidus Glycine (en position 2) et Cystéine (en position 3, 5 et/ou 6) permettent 
respectivement l’addition d’un groupe myristate et/ou palmitate. Ces modifications post 
traductionnelles permettent l’association des SFKs à la membrane plasmique, au niveau du 
feuillet interne, élément primordial pour l’activité de ces enzymes (Thomas and Brugge, 
1997). Aucune palmitoylation ne se produit pour les SFKs c-Src et Blk, et la conséquence 
Y416 Y527
Chapitre I                                                                                                     Structure des SFKs 
     101
biologique de cette absence reste encore inconnue (Alland et al., 1994; Resh, 1994). Il semble 
que la palmitoylation soit un événement post traductionnel alors que la myristylation est une 
modification co traductionnelle. Enfin, il est intéressant de remarquer que l’insertion des 
SFKs à la membrane après acylation des acides gras est nécessaire pour la transformation par 
v-Src (Kamps et al., 1985) ainsi que pour la localisation proximale des ces kinases aux 
récepteurs et aux protéines membranaires. Ce processus d’acylation permet surtout de 
localiser les SFKs dans des micro domaines particuliers de la membrane plasmique riches en 
cholestérol, en glycolipides, en molécules de signalisation (RAS notamment) et en protéines à 
ancre GPI (Glycosylphosphatidylinositol), les rafts lipidiques (Shenoy-Scaria et al., 1993; 
van't Hof and Resh, 1999).  
Le domaine unique U qui suit le domaine SH4 comporte 50 à 80 acides aminés. Cette 
région, propre à chaque membre des SFKs, permet probablement la spécificité d’interaction 
avec les partenaires. A titre d’exemple, c’est par l’intermédiaire de ce domaine que la kinase 
Lck interagit avec les molécules de surface CD4 et CD8, ou bien que Fyn s’associe avec le 
récepteur des cellules T (Samelson et al., 1995; Turner et al., 1990). De plus, des sites de 
phosphorylation sur sérine et thréonine ont été identifiés dans le domaine unique de c-Src et 
de Lck (Thomas and Brugge, 1997), mais la fonction précise de ces modifications reste 
obscure et pourrait, soit moduler les interactions protéines-protéines, soit réguler son activité 
catalytique. Ainsi, la phosphorylation de c-Src sur les résidus Thréonine 34, 46 et Sérine 74 
par le complexe Cdc2/ Cycline B contribue à réguler sa fonction et son activité en mitose 
(Superti-Furga and Courtneidge, 1995). 
Le domaine unique est suivi d’un domaine SH3 composé d’environ 40 à 70 acides 
aminés qui permettent l’interaction avec des motifs riches en proline (PRM). Ces régions 
PRM sont caractérisées par la séquence consensus PxxP ou RxPxxP, où P est une proline, R 
est une arginine, et x n’importe quel acide aminé. Chaque proline fixe une poche hydrophobe 
au sein du domaine SH3 avec une constante d’affinité de l’ordre du µM. Bien que 
l’interaction SH3-PRM soit relativement faible, de telles interactions peuvent être renforcées 
par des contacts additionnels entre les protéines cibles et d’autres domaines de Src, comme 
cela a été décrit tant in vitro qu’in vivo pour les protéines p68sam, la sous unité p85 de la PI3K 
ou la paxilline (Fukui and Hanafusa, 1991; Liu et al., 1993; Pleiman et al., 1993; Prasad et al., 
1993; Taylor and Shalloway, 1994; Weng et al., 1994). Le domaine SH3 est important pour 
les interactions intra et intermoléculaires qui régulent l’activité catalytique des SFKs, pour la 
localisation des Src ainsi que pour le recrutement de ses substrats. 
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Le domaine SH2, composé d’environ 100 acides aminés, interagit spécifiquement, et 
avec une haute affinité (de l’ordre du nM), avec des motifs phosphorylés sur tyrosine. Le 
résidu arginine 175 conservé dans le domaine SH2 est critique pour la reconnaissance des 
phosphotyrosines. Seulement 0,01% des protéines cellulaires totales sont phosphorylées sur 
tyrosine, bien que tous les résidus tyrosine phosphorylés ne servent pas de sites de liaison 
pour des protéines contenant des motifs SH2. Tous les domaines SH2 lient une courte 
séquence contigue d’acides aminés contenant des tyrosines phosphorylées, et la spécificité de 
chaque domaine SH2 réside dans les 3 à 5 résidus qui suivent la tyrosine phosphorylée 
(Cantley et al., 1991; Songyang et al., 1993). Le domaine SH2 de Fgr, Lyn, Lck et c-Src lie 
préférentiellement la séquence pYYEEI. Les interactions médiées par le domaine SH2 
interviennent dans la régulation de l’activité catalytique des SFKs, dans leur localisation ainsi 
que dans la fixation à leurs substrats. Enfin, il a été décrit in vivo une interaction entre le 
domaine SH2 de Src et les protéines FAK, p130cas, p85 de la PI3K ou encore p68sam (Fukui 
and Hanafusa, 1991; Petch et al., 1995; Schaller et al., 1994; Taylor and Shalloway, 1994). 
 Le domaine catalytique SH1 est composé d’environ 250 acides aminés. A l’intérieur 
de ce domaine SH1, on distingue deux résidus tyrosine impliqués dans la régulation de 
l’activité kinase des SFKs. La Y416 (pour c-Src), située au niveau de la boucle d’activation, 
est un site d’autophosphorylation qui signe l’activation des SFKs, probablement du à un 
changement de conformation (configuration « dite ouverte »). Les formes oncogéniques des 
SFKs sont constitutivement phosphorylées sur la Y416 (Parsons and Weber, 1989). La Y527 
(pour c-Src), est située dans le domaine régulateur de la kinase à l’extrémité carboxy 
terminale. Sa phosphorylation aboutit à une diminution de l’activité kinase, notamment via le 
repliement de la molécule sur elle-même par l’intermédiaire de son domaine SH2 (Brown and 
Cooper, 1996). Il a été montré que Lck est phosphorylée in vivo sur l’une ou l’autre tyrosine, 
mais jamais sur les deux simultanément.  
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2.2. Mécanisme d’activation 
a). Modalité d’activation 
 
Les SFKs oscillent entre deux états, une conformation fermée inactive 
catalytiquement et une conformation ouverte active. Les domaines SH2 et SH3 jouent un 
rôle central dans la régulation de l’activité catalytique des SFKs, notamment en inhibant leur 
activité kinase via la formation de liaisons intramoléculaires. La cristallographie des SFKs 
humaines c-Src et Hck a permis de comprendre d’un point de vue structural comment les 
interactions intramoléculaires stabilisent la conformation inactive de ces kinases (Pawson, 
1997; Sicheri et al., 1997; Xu et al., 1997). La phosphorylation de la tyrosine carboxy 
terminale inhibitrice (Y527 pour c-Src) crée un motif de liaison intramoléculaire pour le 
domaine SH2, ce qui inactive le domaine kinase. Cette conformation est stabilisée par une 
seconde interaction intramoléculaire entre le domaine SH3 et un domaine linker situé entre le 
domaine SH2 et le domaine kinase (Xu et al., 1999). Seule la structure de l’enzyme 
phosphorylée sur Y527 (pour c-Src), a été déterminée, et cette forme phosphorylée inhibée 
des SFKs est majoritaire dans les conditions au repos (Zheng et al., 2000). Ce résidu Y527 est 
phosphorylé par la tyrosine kinase cytoplasmique Csk (C-terminal Src kinase) qui représente 
donc un régulateur négatif majeur de l’activité des SFKs (Okada et al., 1991; Okada and 
Nakagawa, 1989). 
Plusieurs données tendent à démontrer que la perte de la phosphorylation de Y527 conduit à 
une activation de l’activité catalytique des SFKs (Brown and Cooper, 1996). (i) des mutations 
de Y527 résultent en l’activation constitutive de c-Src (Cartwright et al., 1987; Kmiecik and 
Shalloway, 1987; Piwnica-Worms et al., 1987) (ii) la délétion de Y527 et de plusieurs acides 
aminés localisés dans cette région dans l’oncogène v-Src et, des constructions similaires dans 
le proto oncogène c-Src, induisent l’activation de cette enzyme (Reynolds et al., 1987) (iii) 
l’invalidation du gène csk conduit à l’activation d’au moins trois Src kinases (Imamoto and 
Soriano, 1993; Nada et al., 1993). Ces résultats supportent le modèle dans lequel la 
phosphorylation de la partie carboxy terminale des SFKs par Csk favorise l’interaction 
moléculaire entre le domaine SH2 et Y527, maintenant la kinase dans une conformation 
fermée inactive.   
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Figure 35: Mécanisme conformationnel illustrant la régulation moléculaire de c-Src. C-Src est maintenue 
dans une conformation inactive (à gauche) principalement à cause de la double liaison intramoléculaire 
(domaine SH2-tyrosine 527 carboxy terminale et domaine SH3-domaine riche en proline) et de la Y527 
phosphorylée, une conformation ouverte intermédiaire (au centre) due aux interactions des domaines SH2 et 
SH3 avec les partenaires de c-Src et/ ou à la déphosphorylation du résidu Y 527 et une conformation ouverte (à 
droite)  phosphorylée sur le résidu Y 416. D’après Roskoski  BBRC 2004 (Roskoski, 2004). 
 
b). Régulation 
 
D’un point de vue moléculaire, les SFKs sont régulées par des interactions 
intramoléculaires qui stabilisent l’enzyme dans une conformation fermée et inactive.   
L’ouverture de l’enzyme, résultant d’un changement conformationnel qui contribue d’une part 
à rompre les interactions moléculaires, et d’autre part à libérer le site d’autophosphorylation, 
induit l’activation enzymatique des SFKs. Ainsi, la phosphorylation sur le résidu Y416 
pourrait contribuer à stabiliser le domaine kinase en conformation active ou alors à faciliter 
L’accès aux substrats.          
  Le mécanisme majoritaire de régulation des SFKs implique la phosphorylation de la 
tyrosine carboxy terminale Y527, principalement par la kinase Csk, dont le knock out est létal 
entre le 9ème et le 10ème jour de l’embryogénèse (Imamoto and Soriano, 1993; Nada et al., 
1993). Ainsi, les travaux d’Imamoto et de Nada démontrent que la déplétion in vivo de Csk 
dans des embryons de souris induit une diminution de la phosphorylation du résidu carboxy 
terminal de c-Src qui s’accompagne d’une augmentation significative de l’activité kinase de 
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c-Src, Fyn et Lyn. De plus, l’augmentation de l’activité de ces trois SFKs corrèle avec une 
augmentation du profil global de phosphorylation sur tyrosine de plusieurs protéines de poids 
moléculaire d’environ 85 et 120 kDa, et qui pourraient correspondre à FAK ou à la β-
caténine. L’ensemble de ces résultats suggère que Csk joue un rôle essentiel et indispensable 
in vivo dans la régulation négative des SFKs.  
Le mode d’action de Csk a été assez récemment élucidé par les travaux de Kawabuchi 
(Kawabuchi et al., 2000) et de Brdicka (Brdicka et al., 2000) grâce à l’identification d’une 
nouvelle protéine adaptatrice Cbp/PAG (Csk-binding protein/ Phosphoprotein Associated 
with Glycosphingolipid-enriched microdomain). Cbp/ PAG, une glycoprotéine de type III, est 
associée aux sphingolipides membranaires, se localise préférentiellement au niveau des rafts 
lipidiques (après palmitoylation) et joue un rôle important dans la signalisation cellulaire. Du 
côé cytoplasmique, les 397 acides aminés contiennent dix tyrosines dont neuf sont 
susceptibles d’être phosphorylées par les SFKs, de multiples sites de phosphorylation pour la 
caséine kinase 2 et/ou les PKCs ainsi que deux domaines riches en proline. Ainsi, la 
phosphorylation sur tyrosine permet le recrutement de nombreuses protéines possédant un 
domaine SH2, comme par exemple Lck, Fyn, Shc, Vav, GAP, EBP50, Lyn et Csk (Brdickova 
et al., 2001; Itoh et al., 2002; Tauzin et al., 2008). L’état de phosphorylation de Cbp/PAG 
semble contrôlé par l’activité des SFKs mais aussi par des sérine/ thréonine kinases ainsi que 
par des tyrosine phosphatases qui restent encore à définir. Ainsi, il est bien établi que les 
SFKs activées phosphorylent Cbp notamment sur le résidu Y317, ce qui va permettre le 
recrutement de la kinase cytoplasmique Csk grâce à son domaine SH2. Une fois proche des 
SFKs, Csk les inactive par phosphorylation du résidu carboxy terminal  (Bergman et al., 
1992; Cary and Cooper, 2000; Chong et al., 2005).  
Cependant, il est important de noter que certains membres de la famille Src qui ne sont pas 
phosphorylés sur leur résidu inhibiteur restent quand même inactifs. A titre d’exemple, dans 
les cellules B, la tyrosine phosphorylation de Lyn dans la région carboxy terminale est à peine 
détectable alors que l’activité catalytique de la kinase est faible. Il a également été montré que 
la perte de Csk se traduit par une activation de Lyn (Nada et al., 1993). Ces résultats 
suggèrent l’existence d’une balance importante pour le maintien de Lyn dans un état inactif 
entre une ou plusieurs tyrosines phosphatases et la kinase Csk.  
 
Il existe plusieurs mécanismes de régulation des SFKs, comme par exemple le déplacement 
des interactions intramoléculaires dépendantes des domaines SH2 et SH3 par des ligands de 
haute affinité pour ces régions, des modifications de certains résidus, la déphosphorylation de 
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Y527 par des tyrosine phosphatases ou la phosphorylation de Y416.             
Tout d’abord, un mécanisme concerne la tyrosine phosphorylation de la Y416 dans la boucle 
activatrice, ce qui permet un changement de conformation et libère ainsi le site de liaison pour 
la tyrosine du substrat. Cette forme phosphorylée permet la stabilisation des SFKs en 
conformation ouverte et active. En effet, le résidu Y416, qui n’est pas phosphorylé dans la 
forme sauvage inactive des Src, est constitutivement phosphorylé dans les mutants 
oncogéniques (Parsons and Weber, 1989). De plus, des mutations du résidu Y416 diminuent 
le pouvoir transformant de v-Src et de certains variants oncogéniques de c-Src, soulignant 
donc que ce résidu est capital in vivo (Kmiecik et al., 1988; Kmiecik and Shalloway, 1987; 
Piwnica-Worms et al., 1987; Snyder et al., 1983). Enfin, notons également que la 
phosphorylation de Src sur le résidu Y213 par les récepteurs au PDGF et ErbB2 augmente 
l’activation catalytique de Src en modifiant ses propriétés d’interaction protéine-protéine 
(Stover et al., 1996; Vadlamudi et al., 2003). Il en est de même pour le résidu Y136 dont la 
phosphorylation affecterait également l’activité du SH3.   
L’activité des SFKs peut aussi être régulée par de nombreuses tyrosines phosphatases. Par 
exemple CD45, une tyrosine phosphatase membranaire présente dans les leucocytes, peut 
réguler à la fois de manière positive et négative l’activité des SFKs (Ashwell and D'Oro, 
1999). L’activité de CD45 est différente selon le type cellulaire, selon l’état d’activation et ou 
de différenciation, et surtout selon que la déphosphorylation du résidu Y416 s’effectue moins 
rapidement que la déphosphorylation du résidu inhibiteur Y527 (Huntington and Tarlinton, 
2004). Outre CD45, d’autres tyrosine phosphatases membranaires telles que PTPα, PTPε et 
PTPλ régulent positivement les SFKs en déphosphorylant le résidu Y527, alors que PTP-BL 
(PTP-Basophil Like) déphosphoryle spécifiquement le résidu Y416 dans les cellules NIH3T3 
(Palmer et al., 2002). De plus, les phosphatases cytoplasmiques candidats, PTP1B et Shp1, 
régulent directement la déphosphorylation du résidu Y527, tandis que Shp2 promeut la 
phosphorylation des SFKs sur le résidu Y416 en déphosphorylant Cbp/ PAG.  
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Figure 36: Représentation schématique de la régulation de c-Src. C-Src est maintenue dans une 
conformation inactive (au centre) d’une part via l’engagment du domaine SH2 engagé avec le résidu carboxy 
terminal Y527 et d’autre part via la déphosphorylation du résidu Y416 et l’engagement du domaine SH3 avec le 
domaine riche en proline. L’activité des SFKs est régulée par de nombreux mécanismes, dont certains sont listés 
ici. La déphosphorylation du résidu Y530 par une protéine tyrosine phosphatase PTP (à droite) rompt 
l’interaction intramoléculaire entre le domaine SH2 et la Y527, puis c-Src s’autophosphoryle sur le résidu Y416, 
induisant ainsi l’activation de la kinase. La phosphorylation de la Y527 par Csk  induit l’inactivation de c-Src  
grâce à la formation de la liaison intramoléculaire SH2-Y530. La fixation de c-Src grâce à son domaine SH2 sur 
les tyrosines phosphorylées du récepteur aux facteurs de croissance (à gauche) déplace la Y527 et favorise 
l’autophosphorylation du résidu Y416 et donc l’activation de c-Src. D’après Alvarez  Cancer 2006 (Alvarez et 
al., 2006). 
 
La régulation spatio-temporelle des SFKs, ainsi que leur spécificité d’activation en réponse à 
un stimulus particulier est complexe. Dans les cellules B, l’activation d’une phosphatase, qui 
régule la partie carboxy terminale de Lyn, n’a pas d’effets importants sur l’activation de cette 
kinase, principalement à cause de la faible population de Lyn phosphorylée sur ce résidu. 
Cependant, l’activation de cette phosphatase semble être importante pour l’activation d’autres 
membres des SFKs exprimés dans ces cellules, comme Blk par exemple (Hata et al., 1994).  
En résumé, les SFKs sont susceptibles d’exister sous au moins quatre formes enzymatiques 
possibles : (i) inactives et non phosphorylées, (ii) inactives et phosphorylées sur la tyrosine 
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carboxy terminale 527, (iii) actives et phosphorylées sur la tyrosine 416 et (iv) actives et 
phosphorylées à la fois sur Y527 et sur Y416. De plus, Src phosphorylée sur Y527 ne peut 
pas s’autophosphoryler, il faut au préalable une déphosphorylation du résidu inhibiteur puis la 
phosphorylation de la tyrosine carboxy terminale par la tyrosine kinase Csk. 
 
3. Récepteurs membranaires, SFKs et hématopoïèse 
De nombreux stimuli conduisent à l’augmentation de l’activité kinase des SFKs, tels 
que les FC (PDGF ou CSF-1), les cytokines (IL-2, G-CSF, TPO, EPO..), les antigènes, les 
hormones ou la MEC. Bien que les récepteurs contribuant à l’activation moléculaire des SFKs 
sont structurellement et fonctionnellement différents, plusieurs notions peuvent être retenues : 
(i) les SFKs interagissent directement, ou indirectement, avec les récepteurs en utilisant une 
variété de mécanismes moléculaires (ii) les SFKs peuvent être activées par fixation du ligand 
sur le récepteur, et l’activation peut être médiée par différents mécanismes (iii) il existe une 
régulation réciproque entre les SFKs et les récepteurs, puisque si le récepteur est capable 
d’activer les SFKs, ces kinases contribuent également à réguler l’activité fonctionnelle des 
récepteurs. Ainsi, puisqu’il apparaît difficile dans certains systèmes cellulaires de distinguer 
quel récepteur est spécifiquement responsable de l’activation des SFKs, la versatilité des 
SFKs à fonctionner à la fois comme effecteurs et comme régulateurs facilite les « crosstalks » 
entre les différents récepteurs membranaires. 
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Figure 37: Représentation schématique et non exhaustive des différents stimuli induisant l’activation des 
SFKs, et de la réponse cellulaire médiée par ces kinase. D’après Elper Curr Opin Cell biology 1995 (Erpel 
and Courtneidge, 1995) 
 
3.1. Récepteurs de l’immunité 
Un rôle majeur des Src kinases se situe dans la réponse immune, puisqu’il a été 
largement décrit une activation de Lck et de Fyn en aval du TCR, tandis que Lyn, Blk, Fyn, 
Lck ou Fgr sont retrouvées activées en aval du BCR (Thomas and Brugge, 1997). L’activation 
de ces SFKs induit l’initiation de relais de signalisation intracellulaire en aval du TCR et du 
BCR, notamment via la phosphorylation de motifs ITAM (Immunoreceptor Tyrosine-based 
Activation Motif) et ITIM (Immunoreceptor Tyrosine-based Inhibition Motif) présents dans la 
partie intra cytoplasmique des composants du BCR, du TCRI ainsi que des molécules de co-
stimulation Igα et Igβ et de la molécule de co-stimulation des cellules B CD19. Le rôle positif 
et négatif de Lyn sur la signalisation en aval du BCR sera largement discuté dans le 
paragraphe F-2. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 38 Représentation schématique et non exhaustive des différents stimuli induisant l’activation des 
SFKs, et de la réponse cellulaire médiée par ces kinase. D’après Thomas and Brugge Annu Rev Cell Dev 
Biol 1997 (Thomas and Brugge, 1997). 
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3.2. Intégrines et autres molécules d’adhésion 
Les SFKs sont impliquées dans les processus d’adhésion et d’interaction cellulaire, en 
aval des récepteurs de type intégrines, cadhérines, séléctines ou à ancre GPI (Thomas and 
Brugge, 1997). Suite à l’engagement de récepteurs de type intégrines avec la MEC, ces TK 
jouent un rôle important dans les contacts focaux d’adhésion notamment via des interactions 
avec plusieurs protéines impliqués dans ces complexes d’adhésion telles que la taline, la 
vinculine ou la protéine kinase FAK qui fait partie intégrante de ce complexe. Ainsi, 
l’adhésion des SFKs à ces complexes focaux d’adhésion contribue à réguler des processus 
cellulaires comme l’organisation du cytosquelette et la motilité, mais aussi permet d’amplifier 
la signalisation intracellulaire en phosphorylant les tyrosines cytoplasmiques des RTK comme 
le PDGF, permettant le recrutement des SFKs elles- mêmes ainsi que d’autres médiateurs 
cellulaires.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 39: Représentation schématique de l’interaction des SFKs, ici c-Src, avec les composants des 
complexes focaux d’adhésion suite à l’engagement des intégrines avec la MEC. D’après Thomas and 
Brugge Annu Rev Cell Dev Biol 1997 (Thomas and Brugge, 1997). 
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3.3. Récepteurs à activité tyrosine kinase 
Les RTK, regroupés en 20 classes selon leur structure et de leur domaine kinase, 
jouent un rôle biologique important dans la régulation de l’hématopoïèse en contrôlant les 
mécanismes moléculaires favorisant la progression au sein du cycle cellulaire, la prolifération, 
la synthèse d’ADN ou encore la différenciation cellulaire. Ainsi, les RTK de classe II 
(insuline récepteur), de classe III (FLT3, c-Kit, PDGFα et PDGFβ ou c-FMS), de classe IV 
(FGF), de classe V (VEGF), de classe VII (c-MET), de classe VII (TRK), de classe XI (Tie-1 
et Tie-2) et XIV (RET) sont exprimés à la surface des cellules hématopoïétiques et participent 
à leur prolifération et à leur différenciation (Gupta et al., 2002; Reilly, 2003). . 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 40: Représentation schématique des familles de RTK connues pour être exprimées à la surface 
des cellules hématopoïétiques. D’après  Reilly Blood Reviews 2003 (Reilly, 2003). 
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Figure 41: Profil d’expression des RTK dans les tissus hématopoïétiques normaux. D’après Gupta Br J 
Haematol 2002 (Gupta et al., 2002).  
 
 
La fixation des FC sur les RTK induit la trans-autophosphorylation des tyrosines intra 
cytoplasmiques du récepteur et permet le recrutement des SFKs grâce à une interaction directe 
impliquant leur domaine SH2 (Thomas and Brugge, 1997). Il est important de noter que le 
recrutement des SFKs au niveau du récepteur induit l’activation des TK d’une part via un 
changement conformationnel qui lève la liaison intramoléculaire SH2-Y527 et d’autre part 
grâce à la phosphorylation des SFKs par le récepteur. La première connexion entre un RTK et 
une SFK a été démontré en 1985 par les travaux de Bishop (Ralston and Bishop, 1985). Par 
ailleurs, il a été décrit que la stimulation de cellules fibroblastiques quiescentes par le PDGF 
induit l’augmentation de l’activité catalytique des SFKs c-Src, Fyn et Yes (Kypta et al., 
1990). De plus, ces trois SFKs s’associent au récepteur PDGF-β qui induit la phosphorylation 
à la fois sur les résidus sérine et tyrosine de c-Src et Fyn (Gould and Hunter, 1988; Kypta et 
al., 1990).  
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Figure 42: Représentation non exhaustive des SFKs couplées aux RTK. Lyn a notamment été décrit 
comme étant couplé aux RTK c-Kit et FLT3. D’après Thomas and Brugge Annu Rev Cell Dev Biol 1997 
(Thomas and Brugge, 1997).  
 
3.4. Récepteurs aux cytokines 
Les cytokines sont des médiateurs protéiques locaux qui se fixent sur leurs récepteurs 
spécifiques et contribuent à réguler la prolifération, la différenciation ainsi que les activités de 
différents types de cellules sanguines. La superfamille des récepteurs aux cytokines, se divise 
en deux classes en fonction de leur structure et de leur domaine extracellulaire.              La 
classe I comporte les récepteurs des cytokines qui régulent la prolifération et la 
différenciation des cellules lymphoïdes et myéloïdes. On y trouve les récepteurs de 
l’érythropoïètine, de la thrombopoïétine, du LIF, du GM-CSF, du G-CSF, de l’oncostatine, 
des interleukines 2 à 7, 9, 11 à 13, 15, 21 et 23. Cette famille comporte également les 
récepteurs de la leptine, de l’hormone de croissance, de la prolactine, du CNTF (Ciliary 
Neurotophic Factor) et de la cardiotrophine.   
La classe II regroupe les récepteurs des facteurs antiviraux que sont l’INFα, l’INFβ, l’INFγ, 
l’INFλ1, l’INFλ2 et l’INFλ3, les récepteurs de l’inflammation IL-10 et TNFα, les récepteurs 
apparentés à l’IL-10 et aux propriétés immunosuppressives comme l’IL-19, 20, 22 et 24 
(Dumoutier et al., 2001) ainsi que le récepteur p75 NGF. 
Les deux classes de récepteurs, dépourvues d’activité tyrosine kinase intrinsèque, sont 
capables d’initier une cascade de signalisation qui permet de réguler la croissance, la 
différenciation, la survie plus beaucoup d’autres fonctions biologiques cellulaires spécialisées 
(Thomas and Brugge, 1997). Suite à l’engagement du récepteur, la tyrosine phosphorylation 
d’au moins trois familles de TK cytoplasmiques est induite, les kinases JAKs, les kinases 
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Syk/ ZAP70 et les SFKs. Ainsi, le premier exemple démontrant l’implication d’une SFKs, 
Lck, dans la signalisation déclenchée par les cytokines, provient de l’analyse en 1991 des 
voies de transduction du signal en aval de l’IL-2, cytokine initialement connue pour son 
important rôle dans la prolifération des cellules T (Horak et al., 1991). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 43: Représentation non exhaustive des SFKs couplées aux récepteurs aux cytokines. D’après 
Thomas and Brugge Annu Rev Cell Dev Biol 1997 (Thomas and Brugge, 1997). 
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4. Cibles d’aval des SFKs  
Pour plusieurs raisons, il est difficile d’établir le rôle fonctionnel précis d’une SFK 
particulière en aval d’un récepteur.  
(i) plusieurs SFKs jouent un rôle redondant en aval d’un récepteur particulier, comme par 
exemple c-Src, Fyn et Yes dans la signalisation médiée par le PDGF.           
(ii) la dépendance d’une SFK à un récepteur varie selon le contexte et le type cellulaires           
(iii) l’expression d’un dominant négatif d’une SFK particulière interfère avec la fonction des 
autres SFKs, notamment à cause du fort degré d’homologie des domaines SH2 et SH3           
(iv) les SFKs phosphorylent de nombreuse cibles (Syk/ ZAP70, Btk, RTK) (v) il n’existe pas 
à l’heure actuelle d’inhibteurs spécifiques d’une SFK.  
 
Du fait de ses fonctions pléiotropiques, la liste des effecteurs potentiels des SFKs suite à 
l’engagement de récepteurs est importante. Cela inclue à la fois les protéines qui interagissent 
et qui sont directement phosphorylées par les SFKs, mais aussi les substrats des TK activées 
par les SFKs dans les cellules transformées et dont aucune interaction n’a été démontrée.  
Dans l’optique de mieux comprendre les conséquences cellulaires de la dérégulation de 
l’activité de c-Src, l’équipe de Pandey a évalué l’impact de c-Src sur le phosphoprotéome de 
fibroblastes embryonnaires de souris transformés ou non par l’oncogène, grâce à une 
approche de phosphoprotéomique quantitative de type SILAC (Stable Isotope Labeling with 
Amino Acid) (Luo et al., 2008). Leurs résultats révélent des caractéristiques distinctes et 
propres aux cellules transformées par c-Src, notamment la tyrosine phosphorylation des 
enzymes du métabolisme, des composants de la machinerie de la synthèse protéique et du 
processing des ARN. Ces travaux permettent d’envisager l’utilisation de cet outil moléculaire 
à visée diagnostique.   
La figure 44 présente de manière non exhaustive quelques unes des protéines cibles des SFKs 
les mieux étudiées (Tatosyan and Mizenina, 2000).  
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Figure 44: Bases moléculaires de la redondance et de la spécificité des SFKs. D’après Tatsoyan and 
Mizenina 2000 (Tatosyan and Mizenina, 2000).  
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5. Rôle biologique des SFKs : phénotype des souris Knock Out  
Les KO murins de tous les gènes des SFKs existent, et le phénotype de ces mutants 
varie d’une absence de défaut majeur à des anomalies distinctes dans différents types 
cellulaires, différents tissus ou dans les réponses physiologiques. L’absence d’effet  majeur du 
simple knock out est d’abord du à une redondance de fonctions entre les différentes SFKs, et 
dans certains cas, à un effet de compensation (par exemple, une up-régulation de Fyn). Ainsi, 
les souris Src−/− Yes−/−  et  Src−/− Fyn−/− meurent à la naissance (Lowell and Soriano, 1996) 
tandis que les souris Src−/− Fyn−/− Yes −/− meurent au stade E9 du développement 
embryonnaire.    
Les souris Src−/− sont viables mais souffrent d’ostéopetrose qui se caractérise par un 
défaut du remodelage de l’os, principalement du à une diminution de la résorption osseuse 
ostéoclastique. Une forme plus sévère d’ostéopetrose est observée dans les souris  double 
knock out Src−/− Hck−/− (Lowell et al., 1996), puisque aucune redondance de fonction n’est 
possible dans ce tissu. En effet, les kinases Src et Hck sont les seules SFKs retrouvées 
exprimées et à un fort niveau d’expression dans les ostéoclastes (Lowell and Soriano, 1996).
 Les souris Fyn−/− sont viables mais se caractérisent par un développement anormal de 
l’hippocampe, un défaut de potentialité à long terme bien que la transmission et la plasticité 
synaptique soient normales, une atteinte de la mémoire ainsi qu’une réponse des thymocytes 
au TCR diminuée (Lowell et al., 1996; Lowell and Soriano, 1996).    
 Les souris Lck−/− sont viables mais présentent un défaut majeur du développement des 
cellules T (atrophie thymique avec environ 5 à 10% de cellules matures détectées) et une 
réponse des thymocytes au TCR diminuée. Il semble que Fyn et Lck présentent une 
redondance fonctionnele partielle puisque l’expression d’une forme active de Fyn dans les 
souris Lck−/− permet de restaurer partiellement le développement des cellules T (Groves et al., 
1996).  
Le phénotype des souris Lyn−/− sera largement détaillé dans la partie F-3.    
 Les souris Yes−/−, les souris Hck−/−, les souris Fgr−/− et les souris Blk−/− sont viables et 
ne présentent aucun phénotype particulier (Clump et al., 2005; Lowell and Berton, 1999; 
Lowell and Soriano, 1996; Texido et al., 2000).        
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6. Inhibiteurs des SFKs  
Le rôle important des SFKs en oncogenèse ainsi que dans d’autres pathologies a 
conduit au développement d’inhibiteurs de Src. On distingue 3 classes majeurs 
d’inhibiteurs des SFKs utilisés en essai clinique : les inhibiteurs de kinases compétiteur de 
l’ATP, les bloqueurs des domaines SH2/SH3 et les agents déstabilisateurs.  
La revue de Ly et Yetman résume parfaitement la structure, le mécanisme d’action,  les cibles 
et les essais cliniques réalisés avec ces différentes classes d’inhibiteurs (Ly and Yeatman, 
2007).  
 
Figure 45: Inhibiteurs des SFKs et application en clinique. D’après Ly and Yeatman, Recent Results 
Cancer Res 2007 (Ly and Yeatman, 2007) 
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F. La Src kinase Lyn 
La protéine Lyn est exprimée dans le cerveau, le tissu mésenchymateux ou épithélial 
ainsi que dans toutes les cellules hématopoïétiques, excepté les cellules T. C’est la SFK 
prédominante dans les cellules B, et basé sur de nombreux tests biochimiques, il fut 
initialement attribué à cette kinase un rôle dans l’initiation de la transduction du signal en aval 
du BCR. En effet, Lyn, associée au complexe du BCR contenant les IgM et IgD (Law et al., 
1993; Yamanashi et al., 1991a) ainsi qu’à la molécule de co-stimulation CD19 (van Noesel et 
al., 1993), est rapidement phosphorylée et activée après crosslinking du BCR (Burkhardt et 
al., 1991), corrélant avec la phosphorylation sur tyrosine des sous-unités Igα (ou CD79α) et 
Igβ (ou CD79β) qui composent le BCR (Saouaf et al., 1994).    
Lyn possède des propriétés régulatrices à la fois positives et négatives, notamment au niveau 
du système immunitaire, puisque l’altération de son expression ou de son activité kinase  
affecte profondément son fonctionnement. En effet, les souris déficientes en Lyn ou 
exprimant une forme de Lyn constitutivement active, transforment le système immunitaire 
d’un état auto protecteur vers un état autodestructeur. 
De plus, Lyn a également un rôle majeur dans la régulation de l’hématopoïèse physiologique. 
En effet, les souris Lyn−/−  développent un syndrome myéloprolifératif avec hyperleucocytose, 
splénomégalie, une hématopoïèse extra médullaire et des tumeurs de type monocytes/ 
macrophages.  
 
1. Structure et mode de régulation  
Le gène lyn est localisé sur le chromosome 8q13 (Yamanashi et al., 1987) chez 
l’homme. La protéine Lyn comprend deux isoformes résultant de l’épissage alternatif de 
l’exon 2, p53Lyn et p56Lyn, avec l’absence d’un peptide de 31 acides aminés en N-Terminal 
pour la forme la plus courte (Yi et al., 1991). Bien qu’il n’y ait à l’heure actuelle aucune 
différence fonctionnelle décrite entre ces deux formes, les travaux initiaux de Yamanashi en 
1991 (Yamanashi et al., 1991b) suggèrent que les deux isoformes pourraient exercer des 
fonctions distinctes sur la stimulation du récepteur à l’antigène. En effet, les auteurs observent 
dans des cellules de lymphome murin WEHI-231 stimulées par un AC de souris anti IgM, une 
down régulation plus rapide de l’isoforme p56Lyn, alors que l’efficacité d’association des 
deux isoformes avec l’IgM murine est identique (Yamanashi et al., 1991b). 
D’un point de vue structural, Lyn est également composée des 5 domaines précédemment 
décrits. Toutefois, notons que Lyn est à la fois myristoylée (sur le résidu Gly2) et palmitoylée 
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(sur le résidu Cys3) au niveau du domaine amino terminal NH4, ce qui la stabilise et lui 
permet de se localiser au niveau des rafts lipidiques. De plus, comme pour la SFK Lck, la 
myristoylation est un pré requis nécessaire à la palmytoylation (Bijlmakers et al., 1997). En 
effet, grâce à des constructions de Lyn présentant un défaut d’un ou des deux sites 
d’acylation, Kovarova et ses collaborateurs (Kovarova et al., 2001) démontrent que la 
myristoylation de Lyn en N-Terminal, et non la palmytoylation, est requise pour son ancrage 
aux rafts. Comme toutes les SFKs, Lyn oscille entre une conformation inactive, due à la 
phosphorylation du résidu Y507 C-Terminal par les kinases de la famille Csk (régulées par 
localisation membranaire via l’interaction avec Cbp/ PAG), et une conformation ouverte 
active caractérisée par l’autophosphorylation de la tyrosine 396 dans le domaine catalytique 
(avec au préalable l’intervention de la phosphatase CD45 qui déphosphoryle le résidu Y507, 
libérant ainsi la liaison intramoléculaire SH2-Y527). De façon intéressante, CD45 peut aussi 
déphosphoryler le résidu Y396. La figure 46 résume le mécanisme de régulation de Lyn au 
niveau des rafts.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 46: Structure de Lyn et mode de régulation. Lyn est à la fois myristoylée et palmytoylée, ce qui 
permet sa localisation au niveau des rafts lipidiques. La tyrosine cytoplasmique Csk interagit via son domaine 
SH2 avec l’adaptateur Cbp/ PAG, lui-même phosphorylé par les SFKs, et notamment Lyn. Une fois ancrée à la 
membrane et proche de son substrat, Csk phosphoryle alors Lyn sur le résidu carboxy terminal Y507, induisant 
ainsi une liaison intramoléculaire entre le domaine SH2 de Lyn et son résidu Y507, et in fine inhibe l’activité 
kinase de Lyn. Une seconde liaison intramoléculaire impliquant le domaine SH3 et un domaine riche en proline 
de Lyn stabilise cette conformation fermée. Cependant, Lyn est activée par la déphosphorylation du résidu 
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carboxy terminal par la tyrosine phosphatase CD45, puis par son autophosphorylation sur le résidu Y396 au 
niveau du domaine catalytique. D’après Xu Y et al Immunity 2005 (Xu et al., 2005b). 
Cependant, bien qu’il semble établi que la phosphorylation de Lyn sur le résidu carboxy 
terminal Y507 conduise à l’inactivation de la kinase, les travaux de Donella-Deana (Donella-
Deana et al., 1998) tendent à démontrer, bien qu’il faille être prudent avec cette hypothèse qui 
n’a jamais été confirmée par ailleurs, que la phosphorylation de Lyn sur ses deux résidus lui 
confère une hyperactivité lors d’expériences réalisées in vitro. En effet, les auteurs 
démontrent que Lyn peut s’auto phosphoryler de manière spontanée, stoechiométrique et 
simultanée sur le résidu activateur Y396 et sur le résidu inhibiteur Y507, et que cette forme 
doublement autophosphoryléee qui est hyperactive envers un peptide substrat (cdc2) est 
surtout insensible à  la down régulation médiée par la kinase Csk.  Cette hyperactivité de Lyn 
est expliquée par une conformation particulière de la protéine qui reste catalytiquement active 
malgré la présence d’une liaison intramoléculaire entre la queue phosphorylée et le domaine 
amino terminal SH2. Cependant, les auteurs suggèrent l’hypothèse que la conformation de 
cette enzyme puisse réduire le potentiel oncogénique de cette kinase, principalement à cause 
d’un défaut de reconnaissance et de recrutement via le domaine SH2 de Lyn d’un sous-groupe 
particulier de protéines substrats.   
   
 
 
  
 
 
 
 
 
Figure 47: Modèle hypothétique de régulation de l’activité de Lyn par phosphorylation. La forme entière 
de Lyn non phosphorylée est catalytiquement active in vitro envers des protéines et des peptides substrats. 
Quand Lyn est monophosphorylée sur le résidu carboxy terminal Y507 par la kinase Csk, la protéine perd son 
activité catalytique à la fois envers les protéines et les peptides substrats. Suite à l’autophosphorylation de Lyn 
sur le résidu Y396 dans le domaine catalytique, cette molécule doublement phosphorylée est hyperactive envers 
les peptides substrats et réfractaire à une régulation négative initiée par la tyrosine kinase Csk. Cependant, cette 
conformation particulière hyperactive malgré la présence d’une liaison intramoléculaire est incapable de recruter 
grâce à son domaine SH2 certains substrats protéiques. Adapté de Donella-Deana A et al, Biochemistry 1998 
(Donella-Deana et al., 1998) . 
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2. Voies de transduction du signal contrôlées par Lyn dans les cellules B 
Lyn est connue pour sa capacité à réguler négativement les voies de signalisation, 
notamment en aval du BCR, via la phosphorylation de récepteurs inhibiteurs, d’enzymes et 
d’adaptateurs. Paradoxalement, elle joue aussi un rôle médiateur clé dans l’activation des 
cellules B, comme par exemple les molécules CD19 et CD180.  
Ainsi, la fonction de Lyn à promouvoir ou à inhiber l’activation des médiateurs de l’immunité 
est contexte dépendant, c'est-à-dire qu’elle dépend à la fois du stimulus et de l’état de la 
cellule. 
Le rôle de Lyn dans la régulation des cellules B est le mieux décrit à ce jour. Voici une 
représentation schématique des voies de transduction du signal qu’elle module. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
Figure 48: Relais de signalisation contrôlés de manière positive et négative par Lyn dans les cellules B. 
En aval du BCR, Lyn contribue à réguler positivement les voies de signalisation PI3K/Akt, MAPK et PKC en 
phosphorylant sur tyrosine les motifs ITAMs (Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif) présents dans 
la partie intracytoplasmique des composants du BCR Igα et Igβ et de la molécule de co-stimulation des cellules 
B CD19. Ce rôle, qui peut aussi être assuré par d’autres SFKs telles que Fyn et Blk, promeut l’activation des 
cellules B via le recrutement des protéines PI3K et Syk grâce à leurs domaines SH2. D’autre part, Lyn joue un 
rôle essentiel dans la régulation négative de l’amplification du signal en aval du BCR via la phosphorylation sur 
tyrosine des motifs ITIMs (Immunoreceptor Tyrosine-based Inhibition Motif) présents dans la partie intra 
cytoplasmique des récepteurs à la surface des cellules B comme par exemple les protéines FcγRIIb1, CD22, PIR-
B, CD5 et un site inhibiteur potentiel sur Syk. La phosphorylation des ITIMs induit le recrutement de 
phosphatases, telles que SHP-1/2 et SHIP-1, connues pour inhiber de nombreux relais de signalisation. Enfin, 
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Lyn phosphoryle l’adaptateur moléculaire Cbp/ PAG qui va permettre le recrutement de la tyrosine kinase 
cytoplasmique inhibitrice des SFKs Csk. D’après Xu Y et al Immunity 2005 (Xu et al., 2005b). 
D’autre part, outre son rôle dans la régulation des cellules B, il est important de noter que Lyn 
est un régulateur négatif de la granulopoïèse et de la thrombopoïèse et un régulateur positif 
pour la maturation terminale des érythroblastes. Cet axe sera largement développé dans le 
paragraphe suivant.  
 
3. Rôle biologique : phénotype des souris Knock Out 
Les souris Lyn−/− sont viables mais présentent des anomalies dans les différents 
compartiments de l’hématopoïèse. 
 
3.1. Rôle de Lyn dans la lymphopoïèse 
Si le développement des cellules B est normal, la maturation est en revanche affectée 
puisque les souris Lyn−/−  présentent une réduction de 30 à 50% du nombre de cellules B 
périphériques, notamment à cause d’un turnover beaucoup plus rapide. De plus, ces souris 
produisent des auto anticorps et développent une maladie auto-immune sévère avec 
glomérulonéphrite (Hibbs et al., 1995; Nishizumi et al., 1995). Par rapport à des souris 
sauvages, les souris déficientes en Lyn présentent une hyperactivité des cellules B, 
caractérisée par une augmentation majeure (et dépendante de l’âge) du nombre de cellules 
lymphoblastoïdes B, et par élévation d’un facteur 10 ou plus du niveau du taux de 
plasmocytes qui sécrétent des IgM primaires, et qui apparaissent dans la rate et les ganglions 
lymphatiques. De façon surprenante vu le rôle positif de Lyn dans l’initiation de la 
signalisation en aval du BCR, les cellules B des souris Lyn−/−  présentent une hyper activation 
des voies MAPK et JNK1/ JNK2, une hypersensibilité en terme de prolifération après 
engagement du BCR et une augmentation du taux de calcium libre intracellulaire toujours 
après engagement du BCR.                    
 Enfin, malgré l’absence de Lyn, le récepteur FcγRIIb1 exprimé à la surface des 
cellules B présente des phosphorylations sur tyrosine résiduelles, ce qui corrèle avec une forte 
diminution de sa fonction inhibitrice sur la signalisation en aval du BCR, notamment sur la 
voie ERK1/ 2 et la réponse calcique. En revanche, la capacité du récepteur CD22 à moduler 
négativement les voies MAPKs et JNKs est partiellement fonctionnelle dans les cellules B des 
souris Lyn−/−, suggérant donc que Lyn ne semble pas jouer un rôle déterminant dans la 
fonction régulatrice de CD22. De plus, les cellules B déficientes en Lyn présentent un faible 
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niveau de phosphorylation sur tyrosine du récepteur CD22, tandis que l’inhibition de 
l’élévation du calcium intracellulaire médiée par ce récepteur est absente. Ces résultats sous-
tendent que Lyn est la kinase responsable de la phosphorylation de CD22, permettant ainsi 
d’inhiber l’augmentation du taux de calcium induite par le BCR (Chan et al., 1997; DeFranco 
et al., 1998; Lowell and Soriano, 1996).         
 Ces résultats soulignent donc le rôle critique de la kinase dans les cellules B à la 
vue de sa fonction de régulateur positif, notamment sur le développement et l’initiation 
de la transduction du signal des cellules B, et de régulateur négatif, particulièrement sur 
la maturation ainsi que sur l’amplification du signal en aval du BCR. 
 
3.2. Rôle de Lyn dans la myélopoïèse 
La déplétion de Lyn a également des conséquences sur le compartiment myéloïde. 
Le premier travail relatant le rôle de Lyn dans la lignée myéloïde fut publié par l’équipe de 
Hibbs en 2001, grâce à l’utilisation de souris Lyn−/−  et de souris Lynup/ up. Dans les souris 
Lynup/ up, une mutation gain de fonction est introduite au niveau du locus murin de lyn par 
recombinaison homologue dans des cellules souches embryonnaires. Cette mutagenèse 
dirigée qui substitue le résidu Y508 par une phénylalanine F508 induit une activation 
constitutive de la kinase Lyn (Harder et al., 2001). Les auteurs démontrent que les souris 
exprimant cette forme constitutivement active ne développent pas d’hémopathies malignes. 
Au contraire, les souris jeunes Lyn−/− développent un syndrome myéloprolifératif avec une 
augmentation significative du nombre de progéniteurs myéloïdes dans la rate et le sang 
périphérique. Les souris âgées Lyn−/− développent une splénomégalie, une augmentation du 
nombre de progéniteurs myéloïdes ainsi que des tumeurs de type monocytes/ macrophages. Il 
est important de noter que la latence de développement des tumeurs dans les souris Lyn−/−   est 
assez longue (environ 30 semaines), ce qui  suggère que l’expansion myéloïde devient 
maligne suite à l’acquisition de mutations additionnelles. De plus, la transplantation de 
splénocytes provenant de ces mêmes souris Lyn−/−dans des souris SCID conduit à 
l’émergence de tumeurs macrophagiques largement disséminées au sein de l’animal, et 
particulièrement dans la rate.                                  
D’un point de vue moléculaire, le fait que les souris Lynup/ up ne développent pas de tumeurs 
peut s’expliquer par la capacité des protéines tyrosine phosphatases à compenser efficacement 
l’activité élevée de Lyn chez ces souris. En effet, les auteurs démontrent que les macrophages 
de la moelle issus des souris Lynup/ up ont un niveau élévé de tyrosine phosphorylation des 
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protéines SHP-1, SHIP-1, SIRPα et PIR-B, tandis que ceux issus des souris Lyn−/− présentent 
une hypo-phosphorylation sur tyrosine. Enfin, notons que la phosphorylation des ITAMs des 
récepteurs SIRPα et PIR-B est nécessaire et critique pour le recrutement à la membrane des 
phosphatases SHP-1 et SHP-2. 
Cette intime relation entre Lyn, SHP-1 et SHIP-1 dans la régulation de l’hématopoïèse 
physiologique fut renforcée par les travaux de l’équipe de Hibbs en 2004 (Harder et al., 
2004). Dans ce travail, les auteurs ont effectué une analyse comparative du phénotype des 
souris Lyn−/− avec celui des souris SHIP-1−/− et Mev/Mev (souris Motheaten viables, qui 
expriment le gène SHP-1 à des niveaux considérablement réduits grâce à une mutation 
ponctuelle dans la région codant pour le domaine catalytique, et dont la durée de vie est 
d’environ 9 semaines) (Thomas, 1995). Ce travail a mis à jour un nouveau défaut dans 
l’érythropoïèse qui se traduit par une augmentation significative du nombre de progéniteurs 
érythroïdes et des érythroblastes dans la rate de souris Lyn−/−. Cette caractéristique devient 
plus sévère avec l’âge et coïncide avec le développement au cours du temps d’une 
splénomégalie. De façon intéressante, à l’instar des souris agées Lyn−/−, les souris SHIP-
1−/− et Mev/Mev développent une splénomégalie caractérisée par une augmentation du nombre 
d’érythroblastes immatures, de cellules myéloïdes et de leurs progéniteurs respectifs, bien que 
le phénotype de ces souris soit beaucoup plus sévère. Cependant, le compartiment des trois 
mutants au niveau de la moelle est significativement différent, notamment avec une 
diminution plus importante du nombre de cellules érythroïdes matures CFU-e et immatures 
BFU-e pour les les souris SHIP-1−/− et Mev/Mev (Harder et al., 2004). 
 
Le rôle de Lyn dans la granulopoïèse a été approfondi en 2006 par les travaux de 
Mermel (Mermel et al., 2006). Ainsi, les auteurs observent que le nombre de colonies CFU-
M, de colonies CFU-GM et de progéniteurs multipotents c-Kit Lin- Sca+ (KLS) est 
significativement augmenté dans les souris Lyn−/−. De plus, en réponse à une stimulation par 
le G-CSF, la prolifération des progéniteurs myéloïdes Lyn−/− est identique à celle des 
progéniteurs sauvages, suggérant donc que Lyn est un puissant régulateur négatif de la 
granulopoïèse. De plus, en générant un triple mutant Lyn−/− Hck−/−  Fgr−/−, ils démontrent que 
ces kinases contribuent à réguler négativement la prolifération, mais pas la différenciation des 
progéniteurs myéloïdes murins primaires. De façon intéressante, ils mettent à jour également 
que Lyn et Hck sont d’importants régulateurs négatifs de la granulopoïèse en agissant à de 
stades de différenciation granulocytique différents. Ainsi, tandis que Hck régule 
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préférentiellement la prolifération des précurseurs des granulocytes dépendants du G-CSF , 
Lyn semble jouer un rôle négatif dans la production des progéniteurs myéloïdes.   
Par ailleurs, les travaux du groupe de Corey (Zhu et al., 2006) démontrent que la stimulation 
des granulocytes par le G-CSF induit l’augmentation de la production de ROS dépendante du 
temps, de la dose et de la voie Lyn/PI3K/Akt, comme l’atteste la diminution significative de 
la production de ROS dans les souris Lyn−/−. La production de ROS est médiée par la 
NADPH oxydase, enzyme composée par l’association de six sous-unités, et particulièrement 
la sous-unité p47phox qui joue un rôle clé dans l’assemblage. D’un point de vue moléculaire, 
l’activation de Lyn par le G-CSF induit l’activation du relais PI3K/Akt qui va contribuer à 
activer la sous-unité p47phox. En effet, Akt phosphoryle sur résidu sérine p47phox, induisant son 
recrutement à la membrane et à terme l’assemblage de toutes les sous-unités de la NADPH 
oxydase. Il est important de noter que la sous-unité peut également être phosphorylée sur 
sérine par la kinase ERK1/2.  
 
3.3. Rôle de Lyn dans l’érythropoïèse 
Grâce à un système de culture ex vivo permettant l’expansion d’érythrocytes primaires 
issus de la moelle, les travaux de Karur en 2006 (Karur et al., 2006) démontrent que Lyn 
module de manière positive l’expansion des progéniteurs érythroïdes au stade précoce de 
développement c-KitposCD71high, et promeut également la survie et la formation de cellules 
érythroïdes Ter119pos au stade de développement terminal. D’un point de vue moléculaire, 
l’inhibition de la capacité des érythroblastes Lyn−/− à s’expandre s’explique par un défaut 
d’activation de STAT5 et par une diminution du niveau d’expression de Bcl-xL. Cependant, 
bien qu’une augmentation du niveau de phosphorylation d’Akt soit également observée dans 
les érythroblastes Lyn−/−,  les auteurs suggèrent que ce mécanisme pourrait être le reflet de la 
mise en place d’une réponse compensatoire aux défauts de croissance et de survie.  
 Ces résultats mettent à jour un rôle positif de Lyn dans l’érythropoïèse à deux 
stades de développement différents. 
 
3.4. Rôle de Lyn dans la mégacaryopoïèse 
Des études initiales réalisées dans les lignées cellulaires, BaF3 notamment, ont 
démontré le rôle négatif de Lyn sur la prolifération des mégacaryocytes induite par la TPO, 
principal régulateur de la thrombopoïèse (Lannutti and Drachman, 2004). Ainsi, les travaux 
de Lannutti (Lannutti et al., 2006) montrent que les souris Lyn−/− présentent un nombre plus 
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élevé de cellules mégacaryocytaires (positives pour les récepteurs GpIIb (CD41) et Mp1, 
RTK liant la TPO) à la fois dans la rate et dans la moelle, et de mégacaryocytes immatures 
CFU-MK. D’un point de vue moléculaire, la stimulation de mégacaryocytes Lyn−/− par la 
TPO n’affecte pas le niveau de phosphorylation de JAK2, STAT3/ 5 ou MEK. Cependant, 
dans les mégacaryocytes Lyn−/− stimulés par la TPO, le niveau de phosphorylation ainsi que 
l’activité kinase de ERK1/ 2 et d’Akt sont fortement augmentés, tandis que la tyrosine 
phosphorylation de SHIP est nettement diminuée.  
Ces résultats mettent donc en exergue un rôle négatif de Lyn dans la 
mégacaryopoïèse, ainsi que dans la signalisation en aval de la TPO. 
 
4. Rôle de Lyn sur l’homéostasie des CSH 
Bien que de nombreuses équipes aient évalué l’impact de la déplétion de Lyn sur les 
compartiments lymphoïdes et myéloïdes, le rôle de Lyn sur la croissance, le homing et la 
greffe des cellules souches hématopoïétiques est peu documenté. Cependant, les travaux de 
Orschell soulignent le rôle critique des SFKs, et notamment Lyn, dans la capacité de 
repopulation des CSH (Orschell et al., 2008). En effet, les auteurs démontrent que la perte de 
la seule kinase Lyn corrèle avec une augmentation de la fréquence des cellules souches/ 
immatures de phénotype Lin- Sca-1+. Ces cellules, qui répondent différentielle ment à une 
stimulation in vitro par des cytokines, ont un potentiel de repopulation à long terme (4 mois 
post transplantation) significativement diminué. Ces résultats suggèrent que Lyn pourrait être 
une molécule importante impliquée dans les propriétés de prise de greffe des CSH. 
 Ces résultats sont corroborés par les travaux de Xiao (Xiao et al., 2008) qui 
démontrent que la perte in vivo des SFKs Lyn et Hck affecte profondément la production et la 
différenciation des progéniteurs hématopoïétiques et évolue en syndrome myéloprolifératif. 
De plus, ils observent que les souris Lyn−/− Hck−/− et SHIP−/− sont caractérisées entre autres 
par une prolifération accrue, une apoptose réduite, une survie indépendante des FC et une 
différenciation myéloïde des CSH altérée. 
 
5. Dérégulation de Lyn dans les hémopathies : rôle dans la leucémogenèse 
De plus en plus de données bibliographiques suggèrent que la tyrosine kinase Lyn 
apparaît comme une protéine clé dans le processus de leucémogenèse. En effet, il est bien 
établi à ce jour que cette tyrosine kinase contribue au développement de la LMC, notamment 
en phosphorylant directement l’oncoprotéine de fusion Bcr-Abl, créant ainsi une boucle 
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d’amplification du signal déjà fortement dépendant de cette protéine chimérique (Meyn et al., 
2006; Naito et al., 2006). De plus, Lyn émerge comme le candidat majeur impliqué dans les 
phénomènes de résistance au Glivec, et ce de façon Bcr-Abl indépendante. Les cellules K562 
de la lignée de LMC résistantes à ce médicament présentent un fort niveau d’expression de 
Lyn comparativement aux cellules K562 sensibles à cette drogue (Donato et al., 2003). De 
façon intéressante, les travaux de Ptasznik en 2004 (Ptasznik et al., 2004)démontrent que la 
déplétion spécifique de Lyn par siRNA induit l’apoptose des cellules primaires de LMC 
résistantes au Glivec, tout en épargnant les progéniteurs normaux  CD34+. 
D’autre part, dans un modèle murin, il a également été montré que les SFKs Lyn, Hck et Fgr 
sont requises pour le développement in vivo d’une LAL de type B dépendante de Bcr-Abl 
(Hu et al., 2004).                                                  
Enfin, dans la pathogenèse des LLC de type B, Contri et ses collaborateurs (Contri et al., 
2005) démontrent qu’à la différence des cellules B normales, la protéine Lyn est surexprimée 
et présente une localisation subcellulaire différente dans une cohorte importante 
d’échantillons primaires de  LCC-B (40 cas analysés). De plus, l’activité tyrosine kinase 
constitutive de Lyn explique le fort niveau global de tyrosine phosphorylation, ainsi que la 
faible réponse des cellules B post ligation à l’IgM. De façon intéressante, le traitement des 
cellules primaires par des inhibiteurs de Lyn, PP2 et SU6656, induit l’apoptose et inhibe de 
manière significative l’activité tyrosine kinase de Lyn, tandis que le traitement par des 
composés inducteurs d’apoptose, dexaméthasone et cyclosporine A, tue les cellules et 
diminue à la fois l’expression et l’activité de Lyn.  
Par ailleurs, une communication orale à l’ASH du groupe de Nakaseko suggère un rôle de 
Lyn dans la pathologie myéloïde. En effet, les auteurs ont identifié une nouvelle translocation 
chromosomique impliquant Lyn et TEL, t(12 ;8)(p13 ;q11q21), chez un patient atteint de 
leucémie chronique à éosinophiles rapidement acutisé. L’insertion de ce gène de fusion dans 
des cellules Ba/F3 leur confère une prolifération indépendante de l’IL-3 et inhibée par un 
traitement par le Dasatinib, inhibiteur de Lyn, et non par l’Imatinib. De façon intéressante, la 
transduction rétrovirale de CSH CD34+ c-Kit+ Sca-1+ Lineage- par ce gène de fusion induit 
l’augmentation du nombre de colonies indépendamment de l’ajout exogène de cytokines et de 
FC hématopoïétiques (SCF, IL-3, EPO et TPO). De plus, la croissance de ces colonies est 
inhibée par un traitement par le Dasatinib, et non par l’Imatinib. Enfin, les auteurs suggèrent 
pour la première fois un rôle critique de Lyn dans le processus d’oncogenèse, plus 
particulièrement dans la pathogenèse des syndromes myéloprolifératifs chroniques et dans la 
myélofibrose. En effet, la transplantation de CSH infectées par le transgène Lyn-TEL dans 
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des souris léthalement irradiées conduit à une neutrophilie marquée, une splénomégalie et une 
fibrose de la MO qui aboutissent à la mort de l’animal 6 semaines post-transplantation.  
 
 
Chapitre II : Résultats expérimentaux 
 
  
A. Mécanismes moléculaires d’activation de la voie mTOR dans 
les LAM 
1. Contexte scientifique et situation du projet 
Lors de mon arrivée dans l’équipe, le premier travail auquel j’ai participé consista à 
déterminer si la voie de signalisation contrôlée par la kinase mTOR avait un rôle important 
dans la biologie des LAM, de sorte à définir l’intérêt potentiel des inhibiteurs de mTOR dans 
le traitement de cette pathologie dont le pronostic reste sombre surtout chez les sujets les plus 
âgés.                                                    
J’ai pu bénéficié d’un nombre important d’échantillons primaires de LAM, grâce à des 
relations très étroites entre l’équipe BP dirigée par le Pr Payrastre (Inserm U563), le service 
d’Hématologie du CHU Purpan, notamment le Pr Recher qui collecte un nombre important de 
cellules leucémiques et la cytothèque dirigée par le Dr Demur.                      
Au cours de mon premier travail, nous démontrons que le relais de signalisation mTOR est 
retrouvé constitutivement activée dans environ 70% d’échantillons primaires de patients 
atteints de LAM (Recher et al., 2005a). De façon intéressante, les blastes leucémiques 
présentant une activation spontanée des voies PI3K/Akt et mTOR ont une sensibilité très 
augmentée (inhibition de leur pouvoir clonogène) aux inhibiteurs de ces kinases, en 
particulier à la rapamycine qui cible mTOR spécifiquement. Ainsi, un traitement par de 
faibles doses de rapamycine empêche la phosphorylation des deux cibles classiques de 
mTOR, p70S6 kinase et 4E-BP1, et inhibe la prolifération clonale des progéniteurs 
leucémiques (CFU-L) in vitro sans affecter celle des progéniteurs myéloïdes normaux, 
démontrant un effet préférentiel sur les cellules malignes. Ce travail a été à la base d’un essai 
clinique pilote démontrant l’intérêt potentiel de la rapamycine en monothérapie dans le 
traitement des LAM du sujet âgé en impasse thérapeutique (Recher et al., 2005a).                          
Cependant, les mécanismes moléculaires qui sous tendent l’activation constitutive de cette 
voie majeure de signalisation dans les LAM restent encore inconnues, bien que certaines 
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données nous poussaient à évaluer le rôle de la voie PI3K/ Akt et des TK fréquemment 
mutées et constitutivement active dans ces cellules. En effet, l’activité des TK est 
anormalement amplifiée dans les LAM, notamment via l’utilisation des voies de signalisation 
comme MAPK, STAT3/5, NF-kB ou mTOR/S6Kinase/4EBP1, ce qui confère aux cellules 
leucémiques un avantage de prolifération et de survie cellulaires.            
Dans ce contexte, une partie de mon travail de thèse a consisté à évaluer le rôle des TK, et 
plus précisément des kinases de la famille Src, dans la prolifération/survie cellulaire des LAM 
dans l’optique de mettre à jour de nouvelles cibles thérapeutiques pertinentes.  
 
2. A critical role for Lyn in Acute Myeloid Leukemia 
 
Cédric Dos Santos, Cécile Demur, Valérie Bardet, Nais Prade-Houdellier, Bernard Payrastre 
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NEOPLASIA
A critical role for Lyn in acute myeloid leukemia
Ce´dric Dos Santos,1 Ce´cile Demur,1,2 Vale´rie Bardet,3 Nais Prade-Houdellier,1 Bernard Payrastre,1 and Christian Re´cher1,4
1Inserm U563, Centre de Physiopathologie de Toulouse Purpan, De´partement d’Oncogene`se, Signalisation et Innovation The´rapeutique, Universite´ Toulouse III
Paul Sabatier, IFR30, Toulouse; 2Centre Hospitalier Universitaire (CHU) Toulouse, Hoˆpital Purpan, Laboratoire d’He´matologie, Toulouse; 3Inserm U567, Centre
National de la Recherche Scientifique (CNRS)–UMR 8104, Institut Cochin, Service d’He´matologie Biologique, Assistance Publique des Haˆpitaux de Paris
(AP-HP), Hoˆpital Cochin, Paris; and 4CHU Toulouse, Hoˆpital Purpan, Service d’He´matologie, Toulouse, France
Receptor or nonreceptor tyrosine kinases
(TKs) are known to play an important role in
leukemogenesis. Here we studied the level
of protein tyrosine phosphorylations in a
series of fresh AML samples and evaluated
the effect of TK inhibitors. Compared with
normal hematopoietic progenitors, a high
level of tyrosine phosphorylation was de-
tected in most acute myeloid leukemia (AML)
samples. The Src family kinases (SFKs)
appeared constitutively activated in most
cases, including in the CD34CD38CD123
compartment as revealed by the level of
phosphorylated tyrosine 416. Lyn was the
major SFK family member expressed in an
active form in AML cells where it was abnor-
mally distributed throughout the plasma
membrane and the cytosol as opposed to
normal hematopoietic progenitors. The SFK
inhibitor, PP2, strongly reduced the global
level of tyrosine phosphorylations, inhibited
cell proliferation, and induced apoptosis in
patient samples without affecting normal
granulomonocytic colony forming units.
Moreover, silencing Lyn expression by small
interferingRNAinprimaryAMLcellsstrongly
inhibited proliferation. Interestingly, a link
between Lyn and the mTOR pathway was
observed as PP2 and a Lyn knockdown
both affected the phosphorylation of mTOR
targets without inhibiting Akt phosphoryla-
tion. Lyn should be considered as a novel
pharmacologic target for AML therapy.
(Blood. 2008;111:2269-2279)
© 2008 by The American Society of Hematology
Introduction
Acute myeloid leukemia (AML) is characterized by an accumula-
tion of neoplastic myeloid precursors in the bone marrow and
blood. The processes of neoplastic transformation are thought to
arise at the hematopoietic stem cell or committed myeloid progeni-
tor level, leading to the genesis of leukemic hematopoiesis sharing
organizational similarities with its normal counterpart.1,2 Despite
an apparent uniformity, AML cells are classified in different
compartments. The less mature compartment includes a small
fraction of leukemic stem cells (LSCs) that are mostly quiescent
but capable of self-renewal or can be committed into proliferation-
differentiation. Another compartment contains the more mature
and highly cycling progenitors (CFU-L) that are incapable of
self-renewal but largely committed to proliferation and limited
differentiation. CFU-L gives rise to a large population of differenti-
ated leukemic cells (blast cells), which are arrested at a given stage
of granulomonocytic differentiation and represent the majority of
leukemic cells in the blood and marrow of patients with AML.
From a clinical viewpoint, AML is a heterogeneous disease with
marked differences in response to therapy, occurrence of relapses,
and overall survival according to prognostic factors, such as age
and cytogenetic or molecular abnormalities.3
Many different genetic defects are thought to support the
heterogeneity of this disease. Alterations in self-renewal, differen-
tiation, and survival observed in AML cells are the consequence of
2 types of cooperating mutations. Mutations affecting transcription
factors (class II mutations) lead to impaired differentiation, whereas
mutations of receptor tyrosine kinases (RTKs), such as FLT3,
c-KIT, or downstream effectors, such as Ras (class I mutations)
enhance cell survival and proliferation.4 The molecular character-
ization of recurrent translocations and the development of murine
models of the disease have established the common idea that these
2 types of mutations are sufficient to generate the leukemic
phenotype. Activating mutations of RTKs have been identified in
only 50% of all AMLs. Therefore, one can expect the involvement
of other deregulated RTKs and/or nonreceptor protein tyrosine
kinases (TKs) acting as key activators of intracellular signal-
transduction pathways. Indeed, cell survival and proliferation
pathways, including MAPK, phosphoinositide 3-kinase (PI3K)/
Akt, mTOR, NF-B or STATs are deregulated in most, if not all,
AML cases.5-13
Here, we investigated the profile of tyrosine phosphorylations
in a large panel of fresh AML samples. We observed a high level of
tyrosine phosphorylation in AML samples compared with normal
hematopoietic progenitor cells (HPCs). Tyrosine kinase inhibitors,
particularly the Src family kinase (SFK) inhibitor, PP2, strongly
affected the level of global protein tyrosine phosphorylation.
Moreover, PP2 induced the inhibition of cell proliferation and
apoptosis in AML cell lines and patient samples without affecting
colony-forming unit-granulocyte macrophage growth. SFKs ap-
peared constitutively activated in leukemic cell lines, in AML
samples as well as in the immature compartment of the leukemic
clone (CD34CD38CD123). Among SFKs, Lyn was consis-
tently expressed at a high level and constitutively activated in
leukemic cells. Accordingly, the specific down regulation of Lyn
expression by small interfering RNA (siRNA) inhibited the clono-
genic properties of AML cells. Moreover, PP2 and Lyn siRNA
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Table 1. Characteristics of AML patients
Patient no. Age, yr FAB WBC,  109/L Cytogenetic
FLT3
ITD D835
1 75 5 46.5 46 XX 0 0
2 51 1 1.1 46 XX 0 0
3 38 2 1.8 Tetrasomy 8 0 0
4 45 4 216 46 XY 1 0
5 67 t-AML 7.6 46 XY 0 0
6 59 4 162 46 XX 0 ND
7 43 4Eo 148 46 XY, inv (16) 0 0
8 52 5 142.5 46 XY, t(3;6) 1 0
9 53 1 225 46 XX 0 ND
10 43 2 28 46 XY, t(8;21) 0 0
11 53 4 54.5 46XX 1 0
12 59 1 125 Penta8;(10);(13) 1 ND
13 46 1 33.3 46 XX 1 0
14 52 1 167 46 XX 1 0
15 53 4Eo 98.6 46 XX, inv(16) 0 0
16 40 5 107.7 46 XY 1 0
17 64 4 91 46 XY, t(2;21) 0 ND
18 60 2 70 46 XX 0 0
19 59 4 20 46 XX 0 0
20 72 2 18.9 Complex 0 ND
21 41 4Eo 57.8 46 XY, t(4;16) 0 0
22 54 2 35.7 47 XX,(8) 0 ND
23 35 2 3.3 46 XY, t(8;21) 0 0
24 41 2 21 46 XY, t(8;21) 0 0
25 56 4Eo 23 46 XX, inv (16) 0 0
26 15 2 11.2 46 XY, t(8;21) 0 ND
27 54 2 11 46 XY, t(8;21) 0 0
28 27 3 18.9 46 XX, t(15;17) 1 ND
29 73 3 1.3 46 XY, t(15;17) 0 ND
30 29 2 33.5 46 XX, t(8;21) 0 0
31 44 2 211.8 46 XY, t(8;21) 0 0
32 63 3 13.3 46 XX, t(15;17) 0 1
33 45 3 10 46 XY, t(15;17) 1 ND
34 42 3 42.1 46 XY,t(15;17) 1 0
35 45 t-AML 39.6 45 XX, inv(3), del(5) 0 0
36 78 2 98.6 46 XX, inv(3) 1 0
37 62 2 142.5 46 XX, t(3;6), 7q 1 0
38 49 2 3.1 Complex 1 ND
39 66 2 106 Complex 0 ND
40 48 2 4.4 Complex ND ND
41 74 1 88 46 XY, t(8;22),5q,20q ND ND
42 81 2 50 46 XY 0 1
43 79 t-AML 188 47 XY,(8) 0 0
44 61 2 39.5 46 XY 1 0
45 80 2 38.5 47 XY,(8) 0 ND
46 77 1 195 46 XX 0 0
47 70 1 14 Complex 0 ND
48 63 t-AML 41 Complex 0 0
49 33 2 60.4 46 XYX , t(8;21) 1 0
50 76 4 136 47 XX,(11) 0 1
51 73 2 13.3 46 XX 0 ND
52 68 t-AML 82.7 45 XY,(7) 0 ND
53 79 2 1.4 Complex 0 0
54 69 2 10.6 46 XY ND ND
55 70 t-AML 19 46 XY, (7)q 0 ND
56 56 1 26.9 ND 1 ND
57 53 1 27.9 46 XY 0 0
58 19 5 15.2 5q, 17,20, t(5;17) 0 ND
59 66 2 5,8 Complex 0 ND
60 60 2 41 46 XY 0 ND
61 76 1 6.5 46 XX ND ND
62 68 2 1.2 Complex; 5q;17p 0 ND
FAB indicates French-American-British classification; WBC, white blood cell count; FLT3-ITD, FLT3-internal tandem duplication; FLT3-D835, FLT3 mutation in the
activation loop; t-AML, transformed-AML; and ND, not done.
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induced the inhibition of S6-ribosomal protein (RPS6) and 4E-BP1
phosphorylation, demonstrating a novel link between Lyn and the
mTOR pathway in primaryAML cells. These results indicate that Lyn is
important for survival and proliferation of AML cells and represents a
novel potential pharmacologic target for antileukemic drugs.
Methods
Cells and reagents
AML samples were obtained from patients diagnosed at the Department of
Hematology, Toulouse University Medical Center (Toulouse, France), after
informed consent was obtained in accordance with the Declaration of
Helsinki. The institutional review board of the Hoˆpital Purpan (Toulouse,
France) approved the study. AML cells and normal bone marrow CD34
HPCs were isolated and processed as previously described.14 To assess the
stimulation of the global phosphotyrosine profile, 5  105 CD34 HPCs
were incubated in Isocove modified Dulbecco medium (IMDM) 10% BIT
(bovine serum albumin, insulin, transferrin) with or without granulocyte-
macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF, 10 ng/mL), stem cell
factor (SCF, 100 ng/mL), and interleukin-3 (IL-3, 1 IU/mL) for 5, 15,
20 minutes or 4 hours, and then processed for Western blot analysis (see
“Western blotting and immunoprecipitation”). The human leukemic cell
lines KG1, U937, and UT7-EPO were purchased from American Type Culture
Collection (Rockville, MD) and cultured in IMDM containing 20% fetal calf
serum (FCS, KG1); RPMI 10% FCS (U937), and MEM 10% FCS and 1 UI/L
erythropoietin (UT7-EPO). All AML cell lines were incubated in a humidified
CO2 incubator (5% CO2, 37°C). Rapamycin and LY294002 were purchased
from Sigma-Aldrich (St Louis, MO); PP2 [4-amino-5-(4-chlorophenyl)-7(t-
butyl)pyrazolo[3,4-D]pyramidine], AG1296, and AG490 were purchased from
Calbiochem (San Diego, CA). All these inhibitors were dissolved in
DMSO, and stored at 20°C. Antibodies used included anti–phospho-Akt
(Thr308 and Ser473), anti–phospho-Src (Y416), anti–phospho-p70S6K
(Thr389), anti–phospho-4E-BP1 (Thr70), anti–phospho-RPS6 (Ser235/
236), anti-p70S6K, anti–4E-BP1, anti–S6-ribosomal protein, anticaspase 3,
horseradish peroxidase-conjugated secondary antibodies against mouse and
rabbit immunoglobulins from Cell Signaling (Beverly, MA); anti–phospho
Erk1/2 from Sigma-Aldrich; anti-Akt, anti-Fgr, anti-Fyn, anti-Hck, anti-
Lck, anti-Lyn, anti-Src, and anti-PARP from Santa Cruz Biotechnology
(Santa Cruz, CA); and anti-phosphotyrosine (mAb; clone 4G10) from
Upstate Biotechnology (Charlottesville, VA). The antibody used to detect
phosphorylated Src kinases recognizes the phospho site at position 416 in
pp60c-src. The corresponding activation site detected by this antibody is 394
and 396 in Lck and Lyn, respectively.
Western blotting and immunoprecipitation
Western blotting was performed as previously described.14 For immunopre-
cipitation, 107 fresh cells were lysed for 30 minutes at 4°C in 800 L of a
lysis buffer containing 20 mM Tris/HCl, pH 7,4, 150 mM NaCl, 1 mM
EDTA, 0,8% Triton X-100, 4 mM NaF, 1 mM orthovanadate, and a protease
cocktail inhibitor. After centrifugation, the supernatants were incubated for
1 hour at 4°C with 3 g of Lyn antibody, followed by the addition for 1 hour
of Protein A-Sepharose. After 3 washes with the same buffer without Triton
X-100, the pellets were lysed in a Laemmli’s buffer, loaded onto SDS-
PAGE, and immunostained with the appropriate antibody. Lyn and p-Src
antibodies were biotinylated using the BiotinTag Micro Biotinylation Kit
(Sigma-Aldrich) and detected using a horseradish peroxidase coupled to
streptavidin (Pierce, Rockford, IL).
Small interfering RNA experiments
Fresh AML cells, KG1 and U937 were transfected using the Amaxa
nucleofection technology (Amaxa, Ko¨ln, Germany). Briefly, cells were
resuspended in Amaxa solution kit R (KG1) and V (fresh samples and
U937) following the Amaxa guidelines for cell lines. Leukemic cells
(2  106) in 100 L of solution kit V or R were mixed with 3 g siRNA
smartpool Lyn or with 3 g siRNA control both for cell lines and primary
AML samples (Dharmacon, Lafayette, CO) and immediately nucleofected
with an Amaxa Nucleofector apparatus (program V-01 for both cell lines,
program U-15 for primary AML cells). Cells were then immediately
transferred into wells containing 37°C prewarmed culture medium in 6-well
plates. After transfection, cells were cultured from 24 to 72 hours before
analyzing by Western blot.
Flow cytometric analysis
Fresh leukemic cells and KG1 (2  105) were incubated for 1 hour with or
without PP2, then fixed and permeabilized with intraprep kit (Beckman
Coulter, Villepinte, France) according to the manufacturer’s recommenda-
tions. Cells were then incubated for 1 hour at 4°C in the dark with
antiphospho-Src (Y416), rabbit nonrelevant IgG (Santa Cruz) or no
antibody. Samples were then washed twice with phosphate-buffered saline
(PBS) and pellets were incubated for 30 minutes in the dark with the
secondary goat antirabbit FITC antibody (BD Biosciences, San Jose, CA).
All samples were analyzed by Epics XL (Beckman Coulter), and results
were expressed as the ratio between mean fluorescence intensity of the
stained sample and mean fluorescence intensity of the control. For several
experiments on AML samples, a double immunostaining procedure combin-
ing Pe-Cy5 conjugated anti-CD34 (Beckman Coulter) surface staining and
antiphospho-Src (Y416) intracellular staining was also conducted with the
same results. Flow cytometric detection of the immature compartment of
the leukemic clone (CD34CD38CD123 cells) has been described
elsewhere.15
Apoptosis
Fresh AML cells (2  106) were incubated in 96-well flat-bottomed
plates with or without 10 M PP2. After incubation, cells were washed
twice with cold PBS (without Ca2 and Mg2), followed by addition of
5 L propidium iodide and 5 L annexin V-FITC. Cells were also
incubated for 15 minutes at room temperature in the dark. The
percentage of apoptotic cells was assessed by flow cytometry using an
Epics XL (Beckman Coulter).
Clonogenic assays
Sensitivity of leukemic progenitors to PP2. The percentage of leukemic
cells after Ficoll separation ranged between 60% and 100% (median, 92%).
AML cells were adjusted to a final concentration of 105 cells/mL and grown
Table 1. Characteristics of AML patients (Continued)
Patient no. Age, yr FAB WBC,  109/L Cytogenetic
FLT3
ITD D835
63 82 2 1.6 7;8 ND ND
64 56 1 160 Complex 0 ND
65 64 4 20 Complex 0 ND
66 64 1 120 46 XY 0 ND
67 44 4 120 46 XX 1 ND
68 79 1 1.2 Complex ND ND
FAB indicates French-American-British classification; WBC, white blood cell count; FLT3-ITD, FLT3-internal tandem duplication; FLT3-D835, FLT3 mutation in the
activation loop; t-AML, transformed-AML; and ND, not done.
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in H4230 Stem Cell Technologies methyl cellulose medium (Stem Cell
Technologies, Vancouver, BC) supplemented with 10% 5637-conditioned
medium as a stimulant (5637 is a bladder carcinoma cell line secreting
GM-CSF, G-CSF, IL1beta, M-CSF, and SCF)16 and increasing concentra-
tions of PP2 (0, 0.5, 1, 2, 5, 10, and 20 M). The cells were then plated in
35-mm Petri dishes in duplicate and incubated for 7 days in a humidified
CO2 incubator (5% CO2, 37°C). Leukemic colonies ( 20 cells) and
clusters ( 5 cells) were scored under an inverted microscope at day 7 and
were uniformly named colony forming unit-leukemia (CFU-L). In each
case, the viability and the leukemic nature of CFU-L were confirmed by a
blue trypan exclusion assay and by morphologic analysis after Giemsa
staining. We also performed karyotypic analysis in some samples and, as
expected, in each case, colony-forming cells displayed identical cytogenetic
abnormalities to the primary leukemic cells.
Colony-forming assays of human bone marrow CD34 cells. Fresh
CD34 human bone marrow cells were washed twice in IMDM medium
with 10% FCS and resuspended at a concentration of 7  103/mL in Stem
Cell Technologies’ methyl cellulose complete media: H4230 supplemented
with 10% 5637-conditioned medium (CFU-GM growth), H4435 (CFU-M
growth), and H4535 (BFU-E growth). PP2 was added at a concentration of
0, 2, 5, and 10 M. The cells were then plated in 35-mm Petri dishes and
incubated in a humidified CO2 incubator (5% CO2, 37°C) for 14 days.
Colonies ( 50 cells) were then scored under an inverted microscope.
Confocal microscopy
AML primary cells, KG1, and U937 (2  105) were plated on poly-L-lysine
precoated slides, fixed with 3.7% (w/v) paraformaldehyde for 30 minutes,
washed twice with PBS, and then permeabilized by 0.2% (v/v) Triton
X-100 in bovine serum albumin (BSA)-PBS (w/v) for 5 minutes. Slides
were incubated for 30 minutes with 3% BSA-PBS for aspecific binding and
then incubated for 30 minutes again with primary antibodies diluted in 3%
BSA-PBS (1 of 500 for Lyn and 1 of 100 for p-Src Y416). After 3 washes in
3% BSA-PBS, secondary antibodies (antimouse FITC antibody and
antirabbit Alexa Fluor 594) were added for 30 minutes. After several
washes in PBS, the coverslips were mounted with Moewiol, and all the
preparations were analyzed by confocal laser scanning using a Zeiss
LSM510 equipped with a 63 objective.
Results
The level of protein tyrosine phosphorylation is high in AML
and sensitive to SFK inhibition
Abnormal activation of tyrosine kinases and of the signaling
pathways they control is thought to play a critical role in
leukemogenesis. To assess the role of tyrosine kinases in AML
cells, we first examined the level of tyrosine phosphorylations in
normal HPCs, AML samples (n  38, Table 1), and leukemic
cell lines (KG1, U937, UT7-Epo) by immunoblotting with an
antiphosphotyrosine antibody. In normal quiescent CD34
HPCs, the level of tyrosine phosphorylation was low but
increased on stimulation with a cocktail of cytokines (SCF, IL3,
GM-CSF). These phosphorylations increased rapidly and re-
turned to the basal level after 4 hours of stimulation. Although
somewhat heterogeneous, the tyrosine phosphorylation levels
were consistently high in AML samples (Figure 1A). It is
noteworthy that the tyrosine phosphorylation profiles appeared
more homogeneous when assessed according to their cytoge-
netic or molecular background (Figure S1, available on the
Blood website; see the Supplemental Materials link at the top of
the online article). Strikingly, we observed a strong signal of
tyrosine phosphorylation of proteins of approximately 55 to
60 kDa. This molecular weight may correspond to SFKs, which
are known to be expressed in AML cells.17 Moreover, the SFK
inhibitor PP2 (10 M, 1 hour) dramatically reduced the degree
of tyrosine phosphorylation in most samples tested (15 of 20).
Samples variations or kinetic differences likely explain the
degree of responses observed in Figure 1B. Altogether, these
results suggest that Src kinases play an important role in AML.
Figure 1. Analysis of the global protein tyrosine
phosphorylation in normal HPCs and AML cells.
(A) The level of protein tyrosine phosphorylation in
normal unstimulated and stimulated (GM-CSF, SCF, and
IL-3 for 5 and 20 minutes or for 4 hours) CD34 HPCs,
fresh AML samples, and AML cell lines was studied under
similar conditions by Western blot with the antiphosphoty-
rosine antibody 4G10. The membrane was stripped and
reprobed for -actin as a loading control (lower panel)
and for Lyn (black stars). Results shown are representa-
tive of experiments performed with normal CD34 HPCs
from 3 healthy donors and 38 AML samples (patient nos.
1, 2, 4-22, 24-28, 30, 31, 33-37, 56-60). (B) A similar
analysis was performed on fresh AML cells cultured alone
or in the presence of PP2 (10 M) for 1 hour. Results
shown are representative of experiments performed with
20 AML samples (patients 1-20). Black stars indicate the
position of Lyn.
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SFKs are in an active form both in leukemic bulk and in
immature CD34CD38CD123 leukemic cells
The phosphospecific antibody recognizing the active form of SFK
members was used to monitor the activation state of these kinases
by immunoblotting and flow cytometry. The level of activation of
SFKs was assessed in normal CD34, in the KG1 cell line, and in a
series of 53 AML samples (Figure 2A). Normal CD34 cells
displayed a low level of activated SFKs, but this level increased
after 5 and 20 minutes of cytokine stimulation. Contrasting with
normal cells, SFKs were found in an active form in all AML
samples tested as well as in KG1 cells.
Flow cytometry allows the detection of the immature com-
partment of the leukemic clone which expresses the
CD34CD38CD123 phenotype.15 This subcompartment is
thought to be enriched in leukemic stem cells.7,18,19 Interest-
ingly, CD34CD38CD123 leukemic cells displayed a high
level of SFK phosphorylation that was inhibited by PP2 (Figure
2B,C). Indeed, the ratio between the mean fluorescence intensity
of the stained cells and the mean fluorescence intensity of the
isotypic control was 1.5 plus or minus 0.3, 4.1 plus or minus 2.3,
and 4.6 plus or minus 2.5 in normal CD34 HPCs, leukemic
bulk, and CD34CD38CD123 cells (mean of 5 AML patients
tested), respectively. After 1 hour of incubation with 10 M
PP2, this ratio decreased in the leukemic bulk and
CD34CD38CD123 cells (Figure 2C) and in KG1 cells (not
shown). Thus, SFKs are activated in the leukemic bulk as well as
in early leukemic progenitors but not in their normal counterpart.
Lyn is highly expressed and constitutively phosphorylated in
AML cells
To identify the members of SFKs implicated in AML, we analyzed
the level of expression of the various members of the family. In a
large panel of fresh samples (n  33), we found that Lyn, Hck, and
Fgr were detected in 100%, 78%, and 66% of cases, respectively.
Conversely, Fyn was weakly detected in most AML samples and
Lck was hardly or not detectable in the majority of cases (Figure
3A, Figure S2A). It is noteworthy that the major bands detected by
the antibody recognizing the active form of SFKs in KG1 and in
patient samples shown in Figure 2A matched the 2 Lyn kinase
isoforms (p53 and p56). When the nitrocellulose membrane shown
in Figure 1A was stripped and reprobed for Lyn, the signal obtained
matched the major band of 50/60 kDa observed with the antiphos-
photyrosine antibody (Figure 1A). Depletion of Lyn from the lysate
of U937 and KG1 cells strongly decreased the 50/60 kDa phospho-
tyrosine band, indicating that Lyn accounts for the major part of
this signal, although other phosphoproteins of similar molecular
weight are also likely present in this mass range (Figure S2B).
Moreover, as shown by the immunoprecipitation of Lyn and
immunoblotting with the antibody recognizing the active form of
SFKs, Lyn was phosphorylated on the surrogate marker of its
active form in KG1 cells as well as in fresh AML samples (Figure
3B). Accordingly, specific knockdown of Lyn expression using
siRNA induced a dramatic reduction of the activated SFKs signal in
KG1 cells, U937, and fresh AML cells (Figure 3C). Furthermore,
an in vitro kinase assay based on the autophosphorylation of
Figure 2. Constitutive activating phosphorylation
of SFKs in leukemic bulk and in immature
CD34CD38CD123 leukemic cells. (A) Normal CD34
HPCs unstimulated or stimulated with GM-CSF, SCF and
IL-3, KG1, and 53 AML samples (patient nos. 1, 2, 4-22,
24-28, 30, 31, 33-37, 40-44, 47-53, 56-63) were analyzed
by Western blot using the phosphospecific antibody
recognizing the activated form of SFK members (anti-
pSrc Y416). The membranes were stripped and reprobed
with the pan total Src antibody and a -actin antibody as
loading control. Data shown are representative of 3 inde-
pendent experiments. Black stars indicate the position of
Lyn. (B) Flow cytometric analysis of a sample from patient
66 using the 4-color protocol as described in “Flow
cytometric analysis.” The left panel shows the CD34
versus CD38 dot plot (CD34CD38 blast cell population
is represented in gate A). Middle panel shows the CD123
and p-Src Y416 expression in gate A. The right panel
shows a sample of the leukemic bulk from patient 66
analyzed both by flow cytometry and by Western blot
using the anti-pSrc Y416 antibody. (C) Patient cells were
cultured for 1 hour alone or in the presence of PP2
(10 M), then processed using 4-color immunostaining.
The effect of PP2 on SFK phosphorylation was analyzed
in the CD34CD38CD123 blast subcompartment (pa-
tient nos. 64-68) and in the leukemic bulk (patient nos. 20,
42-44, 47-50, 52-53, 61-63). Results shown are represen-
tative of the different patients analyzed.
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immunoprecipitated Lyn has revealed a highly active kinase in
leukemic cells compared with normal cells (Figure S2C).
Lyn distribution was analyzed in normal CD34 HPCs, KG1
cells, U937, and AML samples by confocal microscopy. The
distribution of Lyn in normal CD34 HPCs was restricted to
distinct points at the plasma membrane, and the signal obtained
with the antibody recognizing the active form of SFKs was very
weak (Figure 3D). In contrast, Lyn appeared to be distributed over
Figure 3. Characterization of SFK members in AML
cells. (A) The levels of Fyn, Lck, Hck, Fgr, and Lyn from
normal CD34 HPCs and AML samples were analyzed
by Western blot using specific antibodies (patient nos. 1,
2, 4-7, 9, 10, 12-16, 18, 19, 21, 22, 24-28, 30, 31, 33-41).
The level of -actin was assessed as loading control
(lower panel). Results shown are representative of the
different patients analyzed. (B) Protein lysates from KG1
cells and from AML samples (patient nos. 18, 40, 43, 48)
were immunoprecipitated using an anti-Lyn antibody. The
immunoprecipitates (IP) were probed with anti-pSrc Y416.
The membranes were then stripped and reprobed with a
biotinylated anti-Lyn antibody revealed with streptavidin-
HRP. Control immunoprecipitates were performed with
protein A beads only. (C) KG1, U937, and fresh AML
samples (patient nos. 7, 15, 18, 45) were cultured after
electroporation with Lyn siRNA or control siRNA. The
Western blot was performed 48 to 72 hours after electro-
poration. Results shown are representative of 4 experi-
ments performed with KG1 cells and of the different
patients analyzed. (D) Immunolocalization of Lyn and
active forms of SFKs was performed by confocal
microscopy using specific antibodies in normal CD34
HPCs and AML samples. Results shown are represen-
tative of 3 (for HPC, KG1, and U937) and 8 AML
samples (patient nos. 8, 16, 21, 30, 40, 43, 47, 48)
independent experiments (original magnification,63).
Bars represent 5 m.
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the entire plasma membrane and also in the cytoplasm where it
colocalized with the antibody recognizing the active form of SFKs
staining (Figure 3D).
Antileukemic activity of PP2 and Lyn siRNA
To further characterize the role of SFKs in AML cells, we analyzed
the effect of the SFK inhibitor PP2 on survival and proliferation of
KG1 cells and AML samples. PP2 inhibited KG1 cell growth in a
time- and dose-dependent manner both in clonogenic assays and in
liquid culture, and this effect was mainly the result of a cell cycle
arrest in G1 (Figure S3). Because fresh AML cells usually hardly
proliferate in liquid culture, we used a clonogenic assay in
methylcellulose conditioned with hematopoietic growth factors to
study the effect of PP2 on samples from 8 AML patients. PP2
inhibited the capacity of AML cells to generate CFU-L, in a
dose-dependent manner, with an IC50 less than 10 M in most
cases (5 of 8; Figure 4A left panel).
We then studied the effect of PP2 on the capacity of normal
CD34 HPCs to generate granulomonocytic (CFU-GM), erythroid
(BFU-E), and monocytic (CFU-M) colonies. No significant change
in the number of colony-forming CFU-GM was observed on PP2
treatment. The number of BFU-E and CFU-M was significantly
decreased on treatment with the highest concentration of PP2
(Figure 4A right panel). Altogether, these results demonstrate that,
in most cases, PP2 targets AML progenitors at concentrations less
than 10 M while having no effect on normal granulomonocytic
progenitors.
As shown in Figure 4B, incubation of fresh AML samples with
10M PP2 for 24 hours significantly induced apoptosis as assessed
by annexin V binding (46%, PP2 vs 18%, control), PARP cleavage,
and decrease in full-length caspase 3.
As Lyn appeared to be a major SFK in AML, we analyzed the
effect of a specific decrease of its expression in fresh AML samples
using siRNA. Figure 4C shows that the knockdown of Lyn strongly
reduced the clonogenic properties of AML cells.
The SFK inhibitor PP2, but not AG1296 or AG490, inhibits the
phosphorylation of mTOR targets in the KG1 cell line and AML
samples
We have recently demonstrated that the mTOR/4E-BP1/p70S6K
pathway is constitutively activated in AML cells but not in their
normal counterpart.14 Rapamycin, a selective inhibitor of mTOR,
inhibits the capacity of AML cells to generate CFU-L without
affecting the growth of normal CD34 HPCs. However, the
mechanisms of activation of the mTOR/4E-BP1/p70S6K path-
way in AML remain poorly understood. Because the effect of
PP2 on both leukemic cells and normal HPCs mimicked
rapamycin activity, we hypothesized a putative regulatory role
of SFKs on mTOR activity in AML cells. We first treated KG1
Figure 4. Activity of PP2 on normal HPCs and AML
cell proliferation and survival. (A) Fresh AML cells
(patient nos. 6, 51, 54) and normal HPC (right panel)
were grown in clonogenic assays in the presence of
increasing doses of PP2 (black bars, control; gray bars,
2 M; hatched bars, 5 M; white bars, 10 M). Results
are presented as percentage of control and are mean
plus or minus SEM of duplicates. Results shown for
normal CD34 HPCs are mean plus or minus SEM of
2 independent experiments performed in duplicate. IC50
values were 4.8, 3.5, and 7.7 M for patient nos. 6, 51,
and 54, respectively. Five other patients (nos. 42, 47, 48,
50, 55) were also analyzed with IC50 values of 28.2, 9.5,
10.2, 14.5, and 0.5 M, respectively. (B) AML samples
(patient nos. 13, 42, 43, 44-46) were incubated with or
without 10 M PP2 for 24 hours, then processed for
apoptosis studies using annexinV/PI staining and West-
ern blot analysis using anti-PARP and anti-caspase
3 antibodies. Results are presented as mean percent-
ages (	 SEM) of annexin V-positive cells in treated vs
untreated cells (***P 
 .001). (C) Fresh AML samples
(patient nos. 40 and 48) were electroporated with Lyn
siRNA or control siRNA, and their clonogenic properties
were analyzed. CFU-Ls numbers were scored at day 7.
Results are expressed as absolute number of leukemic
colonies and are mean plus or minus SEM of duplicates.
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cells, which display a high level of mTOR activation, with PP2
and other tyrosine kinase inhibitors, including AG1296 (target-
ing c-Kit, PDGFR, and FLT3) and AG490 (targeting JAK2). As
expected, rapamycin inhibited the phosphorylation of mTOR
targets. Interestingly, PP2 (10 M) also inhibited the phosphor-
ylation of p70S6K and 4E-BP1, whereas AG1296 and AG490
had no effect (Figure 5A). Moreover, a 1-hour treatment of fresh
AML samples with PP2 consistently inhibited the phosphoryla-
tion of p70S6K and affected the phosphorylation of 4E-BP1 to
different extent according to the patient samples, without
affecting their expression level (Figure 5B). These results
suggested that member(s) of the SFKs could play a role in
regulating the mTOR pathway in AML cells. Consistent with the
results obtained in the leukemic bulk, the high level of SFKs
activation in CD34CD38CD123 cells correlated with an
elevated phosphorylation of RPS6. RPS6 phosphorylation was
also inhibited by PP2 treatment in this immature sub-
compartment (not shown). Interestingly, PP2 did not affect Akt
phosphorylation, suggesting that SFKs are acting either down-
stream of this kinase in the mTOR pathway or in an alternative
regulatory pathway. It is noteworthy that the PI 3-kinase
inhibitor LY294002 had no significant effect on the SFKs Y416
phosphorylation, suggesting that these pathways are distinct
(Figure 5C).
To investigate whether Lyn is involved upstream of mTOR, the
level of phosphorylation of mTOR targets was assessed after
silencing Lyn with siRNA in KG1 and U937 cell lines (Figure 6A)
and in AML samples (Figure 6B). The reduction of Lyn expression
induced a significant decrease in the level of phosphorylation of
4E-BP1 and RPS6 compared with control siRNA. Again, Lyn
knockdown did not influence the phosphorylation of Akt both in
cell lines and in fresh AML samples. As a control, the activation of
another unrelated key signaling protein, Erk1/2, was not affected
by Lyn knockdown.
Figure 5. Inhibition of SFKs affects the phosphorylation of mTOR targets in AML cells. (A) KG1 cells were cultured for 1 hour alone (control) or in the presence of
rapamycin (10 nM), AG1296 (25 M), AG490 (20 M), and PP2 (10 M). Cells were lysed and analyzed by Western blot with the indicated antibodies. Results shown are
representative of 3 independent experiments. (B) Fresh AML cells (patient nos. 1-20) were cultured for 1 hour alone or in the presence of PP2 (10 M), lysed, and analyzed as
in panel A. Results shown are representative of the different patients analyzed. (C) Fresh AML cells (patient nos. 7, 19, 21, 42, 43, 45, 49, 53, 59) were cultured alone or in the
presence of PP2 (10 M) or LY294002 (25 M) for 4 hours, then processed for Western blot analysis.
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Discussion
In this study, we show that AML cell lines and freshly isolated cells
from AML patients exhibit a high level of tyrosine phosphorylation
compared with their normal counterpart. Strikingly, all AMLs
displayed high levels of SFKs activation regardless of their
cytogenetic or molecular background. SFK activation was also
observed in the CD34CD38CD123 compartment of the leuke-
mic clone, indicating that SFKs are activated in the sub-
compartment enriched in leukemic stem cells. The SFKs inhibitor
PP2 efficiently inhibited cell proliferation and survival both at the
leukemic bulk and clonogenic levels.
Among the SFKs, we show in a large series of AML cases that
activated Lyn is consistently expressed at a high level. Two other
members of the family, Hck and Fgr, are also strongly expressed in
a significant proportion of AML patients. We focused our interest
on Lyn because it appeared to be responsible for the main SFK
activity in leukemic cells, as shown by the silencing experiments.
Lyn was phosphorylated on the tyrosine residue classically used to
monitor its activation state, although we cannot exclude that the
phosphorylation of other sites also has an impact on its activity.20
However, an in vitro kinase assay based on the autophosphoryla-
tion of immunoprecipitated Lyn has revealed a highly active kinase
in leukemic cells compared with normal cells. Consistent with our
observations, previous reports indicated that Lyn was activated
both in a small series of AML samples and in cell lines.17,21
Moreover, we show that in AML cells Lyn is distributed over the
entire plasma membrane and in the cytoplasm possibly because of
association with internal membranes as previously described in
chronic lymphocytic leukemia cells.22 Conversely, Lyn is concen-
trated in several distinct points across the membrane in normal
CD34 HPCs, and the level of SFKs activation is low in these cells.
In normal cells, Lyn is known to concentrate in lipid rafts where it
is tightly regulated by the C-terminal Src kinase-binding protein
(Cbp)–CSK complex, which phosphorylates tyr507, resulting in its
inactivation.23-25 Thus, mislocalized Lyn could escape the Cbp-CSK–
mediated negative regulation in leukemic cells. Loss of the
Figure 6. Silencing Lyn inhibits the mTOR pathway
independently of Akt in AML cells. (A) KG1 and U937
were cultured after electroporation with Lyn siRNA or
control siRNA. After 72 hours, cells were processed for
Western blot analysis using appropriate antibodies. Re-
sults shown are representative of 4 independent experi-
ments. (B) Fresh AML samples (patient nos. 15, 18, 45)
were cultured during 48 hours after electroporation with
Lyn siRNA or control siRNA, lysed, and analyzed by
Western blot using indicated antibodies.
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negative regulation of SFKs could also be explained by a possible
defect in the activity of phosphatases, such as SHP1 and SHP2.26-28
Other regulators of the level of expression of SFKs, such as the
ubiquitine ligase Cbl or the suppressor of cytokine signaling
proteins, may also contribute to the deregulation of SFKs in
AML.29 Indeed, inactivating mutations of c-Cbl and Cbl-b have
recently been shown in AML patient cells contributing to leukemo-
genesis through RTK activation.30,31
Interestingly, Lyn is considered as a negative regulator of
normal myeloid hematopoiesis, except for terminal maturation of
erythroblasts, and can have both positive and negative roles in
B cells.25,32-35 Thus, according to the cell context, Lyn can have
opposite effects on the regulation of signaling pathways. The high
level of Lyn expression and its aberrant activation in leukemic cells
possibly cause it to switch from being a negative to a positive
regulator of cell proliferation, as recently proposed in Philadelphia
chromosome–positive acute lymphoblastic leukemia.36,37 Consis-
tent with this idea, PP2 has no significant effect on normal
CFU-GM proliferation and differentiation, whereas it strongly
blocks the clonogenic properties of AML cells in a dose-dependent
manner. Importantly, it has been shown that specific down-
regulation of Lyn had no effect on the survival of normal HPCs.37
In contrast, the specific knockdown of Lyn expression by siRNA
significantly inhibited the clonogenic properties of fresh AML
cells, comparable with the effect of the pan SFK inhibitor PP2.
Similar results have been obtained in hematopoietic cell lines
expressing mutated RTK such as FLT3.21,38 Overall, these results
strongly suggest an important role for Lyn in AML biology.
One critical pathway overactivated in most AML cases is the
mTOR/p70S6K/4E-BP1 pathway. In this study, we show that Lyn
plays a role in the activation of this pathway. Indeed, the inhibition
of SFKs by PP2 strongly affected the phosphorylation of p70S6K
and 4E-BP1 both in cell lines and in fresh AML samples. Moreover,
the treatment with Lyn siRNA decreased the phosphorylation of
mTOR targets. One could hypothesize that Lyn regulates the
PI3K/Akt pathway upstream of mTOR/p70S6K/4E-BP1 because it
was previously shown that Lyn activates PI3K/Akt in response to
G-CSF in nonleukemic hematopoietic cells.39,40 However, both
PP2 and Lyn siRNA efficiently inhibited the phosphorylation of
mTOR targets without affecting Akt phosphorylation. This result
suggests that Akt signaling is not sufficient for mTOR activation in
AML. In agreement, a recent report indicated that Lyn silencing in
FLT3-ITD expressing 32D cells has no effect on Akt phosphoryla-
tion.38 It is also noteworthy that the selective inhibition of PI
3-kinase  abolishes Akt activation in a large proportion of AML
samples without affecting mTOR in most cases.12,41,42 Thus,
alternative mechanisms other than the well-established PI3K/Akt
pathway may link TKs, particularly Lyn, to mTOR in AML. In this
respect, it is noteworthy that a recent report suggests that another
nonreceptor tyrosine kinase, Syk, can activate the mTOR pathway
independently of Akt in follicular lymphoma cells.43 How tyrosine
kinases can regulate the mTOR pathway is still unknown. How-
ever, consensus tyrosine phosphorylation sites for SFKs (EEXIY-
GEIEA) are found in several upstream regulators of mTOR,
including TSC1/2 and Rheb and in mTOR itself as shown through
sequence analysis (NetPhos 2.0 Server), suggesting possible direct
regulations. As in addition to growth factors or oncogenes mTOR
integrates signals from nutrients and energy status, we cannot
exclude a possible role for Lyn in regulating one of these
mechanisms. Of note, Lyn did not appear to regulate the ERK/
MAPK pathway, which is frequently activated in AML.5 This result
is consistent with another study showing that Lyn down-regulation
induced a reduction of STAT5 phosphorylation without affecting
MAPK and Shc.38
Our study demonstrates that Lyn is highly expressed and
activated in AML cells, including leukemic progenitors. Lyn
controls cell survival and proliferation as demonstrated by the
antileukemic activity of both SFK inhibitors and Lyn siRNA.
Surprisingly, ablation of Lyn expression in primary cells uncovered
a novel link between this kinase and the activation of the mTOR
pathway. Altogether, these results support the use of SFK and Lyn
inhibitors for new therapeutic approaches in AML.
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B. Intérêt du Dasatinib dans un sous-groupe particulier de LAM, 
les LAM à CBF 
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1. Introduction 
 Les LAM avec t(8;21)(q22;q21.3) représentent un modèle de leucémogenèse. Cette 
translocation est présente dans 12% des LAM et 40% des LAM2 de la FAB. D’un point de 
vue moléculaire, cette translocation implique le gène AML1 (Acute Myeloid Leukemia 1 ou 
RUNX1/Core Binding Factor protein ou CBFα/PEBP2αB) sur le chromosome 21 et le gène 
ETO (Eight-Twenty One ou MTG8) sur le chromosome 8 et génère un gène chimère AML1-
ETO. AML1, un membre de la famille des RUNX contenant un domaine de liaison à l’ADN 
en N-Terminal (runt homology domain), forme un hétérodimère avec le CBFβ et joue un rôle 
majeur dans la transcription de gènes gouvernant la différenciation myéloïde. Son domaine de 
liaison à l’ADN est conservé dans le gène chimère. ETO possède plusieurs domaines dont des 
motifs en doigt de zinc qui permettent des interactions protéines-protéines notamment avec 
des co-répresseurs transcriptionnels (Peterson and Zhang, 2004). La protéine chimère AML1-
ETO exerce un effet dominant négatif sur AML1 en permettant l’assemblage d’un complexe 
protéique de répression transcriptionnelle sur les séquences régulées par AML1. Ce blocage 
de transcription aboutit à l’arrêt du processus de maturation myéloïde. De fait, les 
progéniteurs hématopoïétiques des souris transgéniques pour AML1-ETO présentent des 
défauts de maturation et de prolifération, mais aussi des capacités d’autorenouvellement 
accrues. Cependant, ces souris ne développent pas de leucémie, suggérant la nécessité de la 
survenue d’événements additionnels comme cela a été montré dans d’autres modèles de 
leucémogenèse murine (Rhoades et al., 2000).         
 Le RTK de classe III, c-Kit, joue un rôle essentiel dans l’hématopoïèse normale. Selon 
les séries, une mutation activatrice de c-Kit, est retrouvée dans 12 à 47% des LAM t(8;21). 
Ces mutations sont retrouvées dans l’exon 8 correspondant à la partie extra-membranaire de 
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c-Kit (4-20%) ou dans l’exon 17 correspondant au domaine kinase (6-33%). Elles aboutissent 
à activer constitutivement le récepteur indépendamment de son ligand (Sattler and Salgia, 
2004). De plus, la présence de la mutation de c-Kit dans l’exon 17 (D816V) est associée à un 
mauvais pronostic au sein des LAM à CBF.       
 Un concept de leucémogenèse en deux étapes impliquant c-Kit a été récemment 
démontré dans un modèle murin d’érythroleucémie. En effet, chez la souris transgénique Spi-
1/PU.1, l’hyper activation du facteur de transcription PU.1 provoque un arrêt de 
différenciation des érythroblastes, et la progression vers la phase érythroleucémique se fait par 
l’acquisition d’une mutation activatrice de c-Kit (Kosmider et al., 2005). Les mutations de c-
Kit représentent donc un second événement potentiellement important dans la genèse des 
LAM à CBF avec translocation t(8;21), bien qu’il n’y ait pas de modèle murin ayant 
formellement démontré que l’addition de ces deux évènements aboutit au phénotype 
leucémique.            
 Cependant, la fréquence des mutations de c-Kit dans les LAM t(8;21) suggère que 
d’autres tyrosines kinases non encore identifiées pourraient également être impliquées dans la 
leucémogenèse. La lignée cellulaire de LAM Kasumi-1, présente la t(8;21) et une mutation de 
c-Kit (Asn822Lys) (Larizza et al., 2005). Cette mutation se situe au niveau du site 
d’autophosphorylation et aboutit à un certain niveau d’activation constitutive du récepteur. 
Dans cette lignée, il a déjà été décrit que c-Kit interagit avec la sous-unité p85 de la PI3K et 
active les voies de transduction STAT3 et JNK1/2 (Beghini et al., 2005). De plus, l’inhibition 
de c-Kit par l’Imatinib bloque cette activation et inhibe la prolifération cellulaire (Cairoli et 
al., 2005).            
 Le Dasatinib, ou BMS 354825 (Sprycel®), est un nouveau médicament développé 
pour le traitement des leucémies à chromosome Philadelphie (LMC et LAL). Etant donné que 
le Dasatinib inhibe efficacement l’activité de BCR-ABL, mais aussi celle des SFKs, et 
particulièrement Lyn, et de c-Kit, y compris certains mutants résistants à L’imatinib 
(Schittenhelm et al., 2006), nous avons cherché à évaluer son intérêt pharmacologique dans le 
sous-groupe particulier des LAM à CBF. Pour cela, nous avons analysé l’impact du Dasatinib 
sur le P-Tyr global dans des cellules primaires de LAM t(8;21), inv16 et dans la lignée 
Kasumi-1, sur la signalisation c-Kit dépendante, sur la prolifération ainsi que sur la 
chimiorésistance induite par l’adhésion cellulaire sur une matrice de fibronectine. 
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2. Matériels et Méthodes 
 Cultures cellulaires, inhibiteurs et anticorps : Lignée cellulaire : la lignée humaine 
Kasumi-1 provient de la DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und 
Zellkulturen, Braunschweig, Germany). Cette lignée de phénotype CD34+CD38+ est cultivée 
à 37°C en RPMI-1640 contenant 10% de sérum de veau fœtal (SVF) supplémenté de 
Pénicilline (50µg/ml) et de L-Gluthamine (0.4mM) à 37°C, et en atmosphère saturée 
d’humidité (5% CO2).         
 Préparation des cellules primaires de patients et de donneurs sains, conditions de 
culture : les échantillons de patients atteints de LAM sont obtenus au diagnostic dans le 
service d’hématologie du CHU Purpan de Toulouse après consentement éclairé. Les blastes 
leucémiques sont isolés par centrifugation sur un gradient de Ficoll-Hypaque à partir de la 
moelle osseuse, cryopréservés en azote liquide (-180˚C) dans de l’IMDM contenant 10%  de 
DMSO et 50% de SVF ou bien directement utilisés pour des expériences d’immunoempreinte 
et de clonogénicité. Les leucémies sont caractérisées selon des critères morphologiques 
(classification FAB), cytogénétiques (caryotype; FISH), immunophénotypiques et 
moléculaires. Les progéniteurs hématopoïétiques normaux de phénotype CD34+CD45+ sont 
obtenus à partir de fragments résiduels d’os spongieux récupérés lors d’interventions 
chirurgicales dans le service d’orthopédie du CHU Purpan après consentement éclairé. Les 
cellules sont ensuite sélectionnées positivement après élution sur une colonne «MACS CD34 
Microbeads» contenant des billes magnétiques couplées à l’anticorps (Ac) CD34+ (Miltenyi 
Biotec, Bergisch Gladbach, Germany). Leur pureté, évaluée par cytométrie en flux grâce à 
l’utilisation d’anticorps monoclonaux CD45-FITC et CD34-PE (Beckman-Coulter, Inc), varie 
de 85 à 98%.  Tableau 1 : Caractérisation des Patients LAM 
Patients Age Globules blancs 
(x 109/L) 
FAB Caryotype 
#7 43 148 M4 Eo  46 XY inv(16) 
#15 53 98.6 M4 Eo 46 XX inv(16) 
#21 41 57.8 M4 Eo 46 XY t(4 ;16) 
#26 15 11.2 2 46 XY t(8 ;21) 
#27 54 11 2 46 XY t(8 ;21) 
#30 29 33.5 2 46 XX t(8 :21)          
Eo (éosinophiles anormaux). 
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Divers composés : les inhibiteurs utilisés sont les suivants rapamycine, inhibiteur de 
mTOR (Sigma-Aldrich, Lyon, France); PP2, [4-amino-5(4-chlorophenyl)-7(t-
butyl)pyrazolo[3,4-D]pyramidine], inhibiteur des tyrosines kinases de la famille Src 
(Calbiochem); BMS354825 ou Dasatinib (Brystol-Myers Squibb, New York); DNR, inhibiteur 
de la topoisomérase II (Laboratoir Roger Bellon, Neuilly sur Seine, France; SCF (Stem Cell 
Factor) (R et D, Minneapolis, MN).        
 Anticorps: les Ac utilisés pour les expériences d’immunoempreintes et 
d’immunoprécipitation sont les suivants : Ac polyclonaux dirigés contre phospho-Src (Y416) 
(Cell Signaling, Beverley, MA), phospho-RPS6 (ser 235/236) (Cell Signaling), c-Kit (Santa 
Cruz) sont dilués au 1/1000e dans du TBS-T (Tris Buffer Saline 0.1% Tween 5% BSA (Bovin 
Serum Albumin)). Les Ac monoclonaux anti-phospho-tyrosine (4G10 ou P-Tyr) (Upstate 
Biotechnology, Charlottesville, VA), anti-Lyn (Santa Cruz Biotechnology, CA), dilués au 
1/1000e dans du TBS-T contenant 0.1% Tween et 5% BSA ainsi que l’anti-actine dilué au 
1/10000e dans du TBST 0.1% sont également utilisés. Les Ac secondaires anti-lapin et anti-
souris couplés à la péroxydase proviennent de Cell Signaling.    
 Immunoempreinte : 75x105 cellules Kasumi-1 (30µg de protéines) ou 5x105 cellules 
de patients sont incubées 1h en présence ou absence d’inhibiteurs pharmacologiques, sont tout 
d’abord lavées une fois dans du PBS 1X sans Calcium et sans Magnésium puis centrifugées 5 
min à 1500 tr.min-1. Elles sont ensuite lysées dans 37,5 µL de tampon de Laemli (Tris HCL 
0.225 mM, Glycerol 50%, SDS 5%, DTT 0.25mM, Bleu de Bromophénol 0.05%), soniquées 
3 fois 5s à 30 KHz et chauffées 5 min à 95°C afin de dénaturer les protéines. Les protéines 
sont ensuite séparées sur gel SDS-PAGE à 110 mA puis transférées en phase liquide sur une 
membrane de nitrocellulose à 200 mA pendant 80 min. Les membranes sont saturées 1h dans 
du TBS-T contenant 0.1% Tween et 5% BSA puis incubées toute la nuit à 4°C avec l’Ac 
primaire dans du TBST-T contenant 0.1% Tween et 5% BSA. Après 3 lavages de 10 minutes 
dans du TBS-T contenant 0.1% Tween et 5% BSA, les membranes sont incubées 1h à 
température ambiante avec l’Ac secondaire couplé à la peroxydase dans du TBS-T 0.1 % 5% 
BSA. Trois lavages de 10 min sont ensuite réalisés dans du TBS-T contenant 0.1% Tween. 
L’activité péroxydase est révélée grâce à un substrat chémoluminescent de l’enzyme (kit 
West-Pico, SuperSignal; Pierce) sur un film autoradiographique (Kodak, Rochester.NY). Les 
membranes sont ensuite déshybridées pendant 30 minutes dans un tampon glycine (0.1% 
NP40, 100 mM de SDS 0.1% à pH 2.2), une hybridation avec un Ac dirigé contre l’actine est 
alors réalisée afin de vérifier un dépôt protéique équivalent dans chaque puits. 
 Mesure de la prolifération cellulaire par un test MTT : 5x104 cellules Kasumi-1 
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sont ensemencées dans 100 µL de RPMI supplémenté de 10% de SVF en présence ou absence 
de concentrations croissantes de BMS354825dans des plaques 96 puits à fond plat. 100 µL de 
MTT (diMéthylTiazolTétrazolium, Sigma) à une concentration de 1mg/mL  est ajouté dans 
chaque puit et les cellules sont incubées 3 heures à 37°C. Le test MTT est une méthode rapide 
de numération des cellules vivantes. Le MTT contient un anneau de tétrazolium qui est réduit 
par la succinate déshydrogénase mitochondriale des cellules vivantes actives en formazan. La 
couleur du milieu passe du jaune au bleu violacé. L’intensité de cette coloration est 
proportionnelle au nombre de cellules vivantes présentes lors du test mais aussi à leur activité 
métabolique. La lecture est réalisée à 590 nm grâce à un spectrophotomètre. La mesure des 
densités optiques a été effectuée en triplicate chaque jour sur une durée de 3 jours.
 Immunoprécipitation : 2x107 cellules Kasumi-1 incubées 1h en présence ou absence 
de BMS 354825 sont stimulées 10 min par le SCF. Les cellules sont ensuite resuspendues 
dans 800 µL de tampon de lyse contenant 20 mM de Tris HCL pH 7,4, 150 mM de NaCl, 4 
mM EDTA, 0,8% Triton X100, 4 mM NaF, 1 mM Na3VO4 ainsi qu’un cocktail d’inhibiteurs 
de protéases (Roche, Meylan, France). Après 30 min de lyse à 4°C, le lysat est centrifugé 10 
min à 13000 tr.min-1 afin d’éliminer les débris cellulaires. Le lysat est incubé la nuit à 4°C 
avec l’Ac polyclonal anti-c-Kit ou 2h avec l’Ac monoclonal Lyn (3µg d’anticorps par point, 
Santa Cruz) puis l’immunocomplexe est incubé 1h en présence de billes de protéine A-
Sépharose  (10% poids/volume) (Amersham) sous agitation à 4°C. Après 3 lavages dans un 
tampon ne contenant pas de détergents, les immunoprécipitats sont soumis à une 
immunoempreinte. Pour réaliser l’immunoempreinte de Lyn et de Src Y416, nous avons dû 
nous affranchir de la chaine légère des immunoglobulines qui masque les signaux dans la 
même zone de poids moléculaire, en biotinylant les anticorps grâce au kit BiotinTag Micro 
Biotinylation (Sigma-Aldrich). La streptavidine couplée à la peroxydase est ensuite ajoutée 1h 
à température ambiante. Un point contrôle permettant d’évaluer le niveau de liaison a-
spécifique aux billes de protéines A sépharose est réalisé dans chaque expérience.  
 Etude de clonogénicité: 5x105 cellules de la lignée Kasumi 5x105 sont cultivées en 
milieu semi solide (méthylcellulose ; Stem Cell Technologies Vancouver, Canada) 
supplémenté par 10% de SVF en présence de concentrations croissantes de BMS354825. Les 
cellules sont ensemencées en duplicate dans des boites de Pétri de 35 mm de diamètre et 
incubées à l’étuve saturée d’humidité pendant 7 jours à 37°C et à 5% CO2. Les colonies sont 
comptées grâce à un microscope inversé et les résultats sont exprimés en pourcentage de 
colonies formées par rapport au témoin.         
 Expériences de CAM-DR (Cell Adhesion Mediated-Drug Resistance): Les puits 
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d’une plaque 96 puits (MaxiSorp Immuno Plate, Nunc, Danemark) sont coatés toute la nuit à 
4°C avec 40 µg/ml de FN humaine (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim, Allemagne) 
dans un volume final de 50 µl de PBS et saturés pendant 1h à RT le lendemain avec une 
solution de PBS-BSA 1 %. Les cellules Kasumi-1, qui sont en phase exponentielle de 
croissance, sont mises à une concentration de 500 000 cellules/ml et déprivées en sérum 
pendant 1 h à 37°C. Puis, les cellules sont soit mises en adhésion sur les puits préalablement 
recouverts de FN (105 cellules/puits), soit maintenues en suspension pendant 1h à 37°C. 
Ensuite, les cellules en suspension et en adhésion sont traitées ou non pendant 1h avec la 
DNR (1µM), le Dasatinib (1 nM) ou la combinaison des deux drogues dans un milieu très 
pauvre en glucose (DMEM 1 g/L de glucose, Gibco). A la fin de l’incubation, les cellules sont 
lavées dans du PBS sans calcium ni magnésium, puis incubées à 37°C dans du milieu 
contenant 10 % de SVF pendant le temps souhaité. Il est important de noter qu’après le 
traitement d’une heure avec la drogue, le Dasatinib est ajouté et laissé en même temps que le 
milieu contenant le SVF pendant toute la durée de l’expérience. La survie cellulaire est 
ensuite quantifiée avec un test MTT et les expériences sont réalisées en triplicate.  
 
3. Résultats 
 
Profil global de phosphorylation sur tyrosine élevé dans les LAM à CBF et les 
cellules Kasumi-1 : effet du Dasatinib 
Nous avons analysé le profil global de phosphorylation sur tyrosine dans des 
progéniteurs hématopoïétiques normaux CD34+, des LAM à CBF issues de patients portant 
une t(8 ;21) et une inversion du chromosome 16, et la lignée cellulaire Kasumi-1 (Figure 1A). 
Les cellules primaires présentent un niveau de phosphorylation beaucoup plus élevé que les 
cellules normales, notamment pour des protéines de poids moléculaire d’environ 60 et 150 
kDa et qui pourraient correspondre aux kinases de la famille Src ainsi qu’au récepteur c-Kit, 
conformément à ce que l’on avait observé dans l’ensemble des LAM (Dos Santos et al., 
2008). Dans les cellules de patients LAM à CBF, ici un patient présentant une inversion du 
chromosome 16, un traitement par le PP2 (inhibiteur des SFKs) et surtout le Dasatinib 
(inhibiteur de c-Kit, PDGF-R, Src et ABL) diminuent fortement et de façon dose dépendante 
le niveau global de phosphorylation sur tyrosine, particulièrement pour des protéines situées 
autour de 60 et 150 kDa (Figure 1B).  A l’instar des cellules primaires, le Dasatinib inhibe de 
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manière dose dépendante le P-Tyr global des cellules de la lignée cellulaire Kasumi-1 (Figure 
1C).  
A) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
B)   AML inv16     C)          Kasumi-1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 1: Le profil global de phosphorylation sur tyrosine est élevé dans les LAM en comparaison des 
progéniteurs hématopoïétiques et est très sensible au Dasatinib. A)  0,5x106 cellules de patients atteints de 
LAM à CBF ou de progéniteurs hématopoïétiques normaux (CD34+) sont lysées et analysées par 
immunoempreinte à l’aide d’un Ac anti-phospho tyrosine (4G10). B) Les cellules d’un patient présentant une 
inversion du chromosome 16 (à gauche) ou celles de la lignée Kasumi-1 (à droite) sont incubées 1h en présence 
ou absence de PP2 (10µM) et de doses croissantes de Dasatinib (1, 10, 100, 300, 500nM et 1µM). Les cellules 
sont ensuite lysées et analysées par immunoempreinte à l’aide de l’Ac 4G10. Un Ac anti-actine est utilisé 
comme contrôle de la quantité de protéines déposées. Les positions de c-Kit et Src sont observées après 
désorption et réhybridation de la membrane avec les Ac spécifiques et sont indiquées par les flèches. Dans 
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chaque piste est déposé l’équivalence de 50x104 cellules. Ces résultats sont représentatifs de 3 expériences 
indépendantes.  
 
Recherche d’une interaction entre c-Kit et Lyn dans les cellules 
Kasumi-1 
Nous avons recherché une possible interaction entre c-Kit et Lyn, deux kinases fortement 
phosphorylées dans les cellules de LAM, comme cela est décrit dans les mastocytes (Linnekin 
et al., 1997; Shivakrupa and Linnekin, 2005). Nous avons tout d’abord observé que c-Kit est 
phosphorylé de façon basale, en accord avec la mutation Asp822Lys supposée augmenter son 
niveau d’activité basale (non montré). Cependant, il devient très fortement phosphorylé en 
réponse au SCF indiquant qu’il reste fonctionnel. Le Dasatinib induit une diminution 
drastique de la phosphorylation du récepteur (Figure 2A). L’immunoprécipitation de Lyn (un 
doublet caractéristique des deux isoformes de Lyn résultant d’un épissage alternatif p53 et 
p56), suivie d’une immunoempreinte avec un anticorps anti-phospho Src ciblant le résidu 
Y416 (phosphorylation activatrice), montre que cette kinase est sous forme active dans les 
cellules Kasumi-1. Nous n’avons pas mis en évidence d’interaction entre c-Kit et Lyn ni à 
l’état basal (non montré), ni sous stimulation par le SCF (Figure 2B).                                
La voie PI3K/AKT est également une voie de relais importante du signal induit par c-Kit. 
Cette voie est activée constitutivement dans une proportion importante d’échantillons 
primaires de LAM. Nous avons donc recherché une interaction entre c-Kit ou Lyn et la sous-
unité p85 de la PI3K. Nos résultats suggèrent que sous stimulation par le SCF, Lyn et c-Kit 
interagissent avec la sous-unité p85 et, de façon intéressante, l’interaction entre c-Kit et la 
sous-unité p85 est totalement inhibée par le dasatinib (Figure 2A). 
       B) 
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Figure 2: c-Kit interagit avec la sous-unité p85 de la PI3K et non avec Lyn dans les cellules Kasumi-1, et 
cette interaction est perdue après traitement par le Dasatinib.  A) Immunoprécipitation du récepteur c-
Kit dans les cellules Kasumi-1. 2x107 cellules Kasumi-1 sont incubées 1h avec SVF en présence ou absence de 
100nM de dasatinib, puis stimulées 10 minutes par le SCF (100ng/mL). Une immunoprécipitation grâce à un Ac 
spécifiquement dirigé contre la protéine c-Kit est réalisée. Le complexe immunoprécipité est ensuite soumis à 
une immunodétection à l’aide d’un Ac anti-Phospho Tyrosine (4G10). La membrane a été ensuite déshybridée 
puis rehybridée avec un Ac anti-c-Kit, un Ac anti-Lyn et un Ac reconnaissant la sous-unité p85 de la PI3K. Ces 
résultats sont le reflet de 3 expériences indépendantes. Pour chaque expérience d’immunoprécipitation, un 
contrôle permettant d’évaluer le niveau d’interaction aspécifique dû à une liaison potentielle avec les billes de 
protéine A sépharose est inclus (contrôle). B) Immunoprécipitation de la kinase Lyn dans les cellules 
Kasumi-1. 2x107 cellules Kasumi-1 sont stimulées 10 minutes par le SCF (100ng/mL). Une 
immunoprécipitation grâce à un Ac spécifiquement dirigé contre la protéine Lyn est réalisée. Le complexe 
immunoprécipité est ensuite soumis à une immunodétection à l’aide d’un Ac anti-Phospho Src Y416. La 
membrane a été ensuite déshybridée puis rehybridée avec un Ac anti-Lyn, un Ac anti-c-Kit et un Ac 
reconnaissant la sous-unité p85 de la PI3K. Ces résultats sont le reflet de 3 expériences indépendantes. Pour 
chaque expérience d’immunoprécipitation, un contrôle permettant d’évaluer le niveau d’interaction aspécifique 
dû à une liaison potentielle avec les billes de protéine A sépharose est inclus (contrôle). 
 
Impact des tyrosines kinases c-Kit et Src sur l’activation de mTOR  
 Le résultat de la Figure 2B indique que les Src kinases, notamment Lyn, sont activées 
de façon constitutive dans les cellules Kasumi-1. Il était donc intéressant d’évaluer l’effet du 
Dasatinib sur l’activité des kinases de la famille Src dans ces cellules. La Figure 3A montre 
que le Dasatinib inhibe de façon très forte la phosphorylation des SFKs sur leur résidu 
activateur Y416 pour des doses supérieures à 100 nM (dose atteinte en clinique pour le 
traitement des LMC). Ceci est en accord avec la Figure 1A qui suggère que de faibles doses 
de Dasatinib inhibent le récepteur c-Kit mais qu’il faut des doses supérieures à 100 nM pour 
affecter les kinases Src. Le PP2 a également un effet inhibiteur à la dose de 10 µM. 
L’expression de la tyrosine kinase Lyn n’est pas modulée par un traitement au PP2 ou au 
Dasatinib (Figure 3A).                                   
Nous avons montré que Lyn est impliquée dans la dynamique d’activation de la voie mTOR 
dans d’autres sous-types de LAM. Nous avons donc recherché si ce mécanisme moléculaire 
existait également dans les cellules Kasumi-1. Comme attendu, la rapamycine inhibe 
significativement la phosphorylation de la protéine RPS6 sur le résidu ser235/236 (site de 
phosphorylation par p70S6K, une des deux cibles majeures de mTOR) (Figure 3B). De façon 
intéressante, nous observons que le Dasatinib inhibe efficacement et pour des concentrations 
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faibles (10 nM) la phosphorylation de RPS6. Cependant, il est important de noter qu’avec 
cette faible dose de Dasatinib, la diminution de la phosphorylation de RPS6 est nettement plus 
importante que celle des SFKs (Figure 3A et B), suggérant donc que dans les cellules 
Kasumi-1, les membres de la famille Src ne semblent pas ou peu impliqués dans l’activation 
de mTOR, et que l’inhibition de c-Kit est probablement suffisante pour affecter l’activation de 
cette voie (Gabillot-Carre et al., 2006).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 3: Le Dasatinib inhibe efficacement la phosphorylation des SFKs et des cibles de mTOR. A) Effet 
du Dasatinib sur le statut de phosphorylation des Src Kinases. Les cellules sont incubées 1h en présence ou 
en absence de 10µM de PP2 et de doses croissantes de Dasatinib (10, 100, 300, 500 nM et 1 µM) puis lysées et 
analysées par immunoempreinte à l’aide d’un Ac anti-phospho Src Y416. La membrane est ensuite déshybridée 
puis rehybridée avec un Ac anti-Lyn. Un Ac anti-actine est utilisé comme contrôle. Dans chaque piste est déposé 
l’équivalence de 50x104 cellules. Ces résultats sont le reflet de 3 expériences indépendantes. B) Impact de la 
rapamycine et du dasatinib sur le statut de phosphorylation de RPS6 dans les Kasumi-1. Les cellules sont 
incubées 1h en absence ou présence d’une dose de 25 nM de rapamycine et de doses croissantes de dasatinib (10, 
100, 300, 500 nM et 1 µM) puis lysées et une immunoempreinte est réalisée à l’aide d’un Ac reconnaissant 
spécifiquement la phosphorylation de la protéine RPS6 sur le résidu sérine 235/236. La membrane a été 
déshybridée puis rehybridée  avec un Ac anti-actine ou un Ac anti-RPS6 total pour contrôler la quantité de 
protéine déposée (20 µg de protéine par piste). Ces résultats sont représentatifs de 3 expériences réalisées 
séparément. 
   
Impact du Dasatinib sur la prolifération et le pouvoir clonogène des cellules 
Kasumi-1  
 Nos résultats montrent que l’inhibition de c-Kit par de très faibles doses de Dasatinib 
est associée à une inhibition de la voie de signalisation mTOR qui joue un rôle majeur dans la 
prolifération des cellules leucémiques. Nous avons donc recherché l’impact de cet inhibiteur 
sur la prolifération des cellules Kasumi-1. De façon intéressante, la prolifération cellulaire, 
évaluée grâce un test MTT, est inhibée à de très faibles concentrations de dasatinib, ce qui 
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rend compte d’une extrême sensibilité des cellules Kasumi-1 à cet inhibiteur. Toutefois, ces 
résultats ne permettent pas d’évaluer le rôle des SFKs dans la survie et la prolifération de ces 
cellules. Les cellules Kasumi-1 sont extrêmement sensibles au Dasatinib comme l’atteste 
l’IC50 qui est d’environ 0,3 nM en culture liquide. De même, le Dasatinib exerce un puissant 
effet anti-clonogénique à faible concentration comme l’atteste l’inhibition du pouvoir 
clonogène des cellules Kasumi-1 en milieu semi solide.  
A)         B) 
 
 
 
 
 
 
Figure 3: Le Dasatinib inhibe efficacement la prolifération des cellules Kasumi-1. A) Effet du Dasatinib 
sur la prolifération en culture liquide des cellules Kasumi-1. 5x104 cellules de la lignée Kasumi-1 sont 
incubées 24, 48 et 72h en présence de doses croissantes de Dasatinib (0, 01, 0,1, 0,5, 1, 5 et 10 nM). La viabilité 
cellulaire est évaluée par une technique de coloration des cellules viables (MTT). Ces résultats sont la moyenne 
(±SD) de triplicate d’une expérience et sont représentatifs de 3 expériences indépendantes. A) Impact du 
dasatinib sur le pouvoir clonogène des cellules kasumi-1. 15x104 cellules sont cultivées en milieu semi solide 
de méthylcellulose supplémenté de 10% de SVF pendant 7 jours en présence de concentrations croissantes de 
Dasatinib (0.1, 0,5, 1 et 5 nM). Au bout de 7 jours, les CFU-L (colonies de plus de 50 cellules et clusters de plus 
de 5 cellules) sont comptées sous un microscope inversé et les résultats sont exprimés en nombre absolu.  
 
Impact du Dasatinib et de la DNR sur la CAM-DR des cellules 
Kasumi-1 
 
 L’adhésion des blastes leucémiques sur un composant majeur de la MEC, la FN, via 
l’engagement d’un couple spécifique d’intégrines (α4β1 et α5β1), induit des phénomènes 
puissants de résistance aux chimiothérapies ou CAM-DR pour Cell Adhesion Mediated-Drug 
Resistance (Damiano et al., 1999). Nous avons cherché à savoir si ce phénomène s’applique 
au Dasatinib et dans la négative, si le Dasatinib lève la CAM-DR vis-à-vis de la 
Daunorubicine. Lorsque les cellules sont incubées avec une faible dose de Dasatinib, 1 nM, 
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nous observons une diminution de la survie des cellules Kasumi-1 en suspension et en 
adhésion. Comme attendu et démontré dans d’autres modèles de LAM, notamment les U937, 
l’adhésion des cellules sur une matrice de FN les protège de manière significative d’un 
traitement par la DNR. En effet, suite au traitement par la dose de 1 µM de DNR, le 
pourcentage de survie des cellules Kasumi-1 mises en adhésion sur FN est d’environ 75% 
contre 40% pour les cellules en suspension. De façon intéressante, l’incubation des cellules en 
adhésion avec 1 nM de Dasatinib lève la résistance à la DNR. Toutefois, en suspension, la 
combinaison DNR-Dasatinib ne montre pas d’effets synergiques aux concentrations utilisées, 
suggérant que le Dasatinib interfère spécifiquement avec une voie de survie activée par 
l’adhésion cellulaire.  
 
 
 
 
 
 
 
Figure 4: Le Dasatinib inhibe la CAM-DR vis-à-vis de la DNR et sensibilise les cellules Kasumi-1 
aux drogues. Les cellules de la lignée Kasumi-1 sont coatés à la FN pendant toute une nuit, déprivées en sérum 
pendant 1 h puis mis en adhésion sur une matrice de FN pendant 1 h. Les cellules sont ensuite incubées ou non 1 
h avec 1µM de DNR, 1 nM de Dasatinib ou la combinaison des deux. Après 1 h de traitement, les cellules sont 
lavées et resuspendues dans un milieu contenant 10% de sérum. Au bout de 48 h, la survie des cellules est 
évaluée à l’aide d’un test colorimétrique au MTT. Si les résultats de CAM-DR obtenus avec le Dasatinib et la 
DNR sont le reflet de 3 expériences indépendantes réalisées en duplicate, la combinaison des deux drogues n’est 
le reflet que d’une seule expérience réalisée en duplicate.   
 
4. Discussion /Perspectives 
Les mutations de c-Kit, en particulier la mutation D816V, sont associées à un mauvais 
pronostic dans les LAM à CBF. Des agents thérapeutiques capables de bloquer l’activité 
kinase de c-Kit pourrait avoir un intérêt dans le traitement de ces leucémies. Cependant, 
l’importance relative des voies de signalisation spécifiquement responsables de la 
prolifération et de la survie cellulaire n’est pas totalement établie dans ce type de LAM. Dans 
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la lignée cellulaire Kasumi-1 présentant la t(8 ;21) associée à une mutation de c-Kit , nous 
avons mis en évidence l’implication des TKs dans des processus favorisant la prolifération et 
la survie cellulaire.           
 Notre étude montre que la lignée Kasumi-1 et les cellules de patients atteints de LAM 
à CBF présentent un niveau global de phosphorylation sur tyrosine très élevé par rapport aux 
progéniteurs hématopoïétiques normaux CD34+. D’autre part, outre le récepteur c-Kit, nos 
résultats suggèrent que les TKs de la famille Src pourraient être impliquées dans le statut de 
phosphorylation anormalement élevé. En effet, les SFKs sont retrouvées sous forme active, 
particulièrement Lyn, et l’utilisation du PP2 (inhibiteur des Src) induit une forte diminution 
du profil global de phosphorylation, à l’image des autres sous-groupes de LAM. Afin de 
compléter cette étude descriptive menée à l’aide d’inhibiteurs pharmacologiques, nous avons 
réalisé des expériences de siRNA ciblés contre la kinase Lyn sur la lignée Kasumi-1, afin 
d’évaluer l’impact de cette kinase sur les évènements de signalisation puisque cette protéine 
est exprimée de façon prédominante par rapport aux autres SFKs dans les LAM (Dos Santos 
et al., 2008). Nous n’avons pas réussi à mettre au point les conditions expérimentales 
optimales, malgré 6 expériences réalisées en utilisant des conditions de transfection 
différentes dans ce modèle cellulaire, principalement à cause de la forte mortalité cellulaire 
observée post nucléofection. Il apparaît donc très difficile d’appréhender dans ce modèle 
cellulaire les conséquences de la perte d’expression du récepteur c-Kit ou de Lyn sur la 
signalisation et la survie des Kasumi-1. Dans ce contexte, nous envisageons de réaliser des 
expériences de siRNA dirigés contre les protéines c-Kit et Lyn dans les échantillons primaires 
de LAM à CBF. Les premiers résultats ne sont guère encourageants puisque le taux de 
mortalité après nucléofection est également élevé dans ces cellules, ce qui souligne l’extrême 
sensibilité de ces cellules et limite ainsi cette approche. Enfin, la transduction lentivirale des 
cellules Kasumi-1 avec un shRNA ciblant Lyn et en cours de mise au point au laboratoire sera 
entreprise, en espérant une toxicité moindre.                      
D’un point de vue mécanistique, il était tentant d’imaginer que les SFKs représentaient un 
relais de signalisation important pour le récepteur c-Kit. Cependant, nous n’avons pas pu 
mettre en évidence d’interaction directe entre c-Kit et Lyn, comme cela est décrit dans 
d’autres modèles cellulaires. Par contre, nous avons confirmé que c-Kit et Lyn interagissent 
avec la sous-unité p85 de la PI3K dans les cellules Kasumi-1. Le fait de ne pas retrouver 
d’interaction directe entre Lyn et c-Kit pourrait être le reflet de la présence d’un intermédiaire 
entre ces deux acteurs moléculaires, comme par exemple la protéine HSP90. HSP90 est une 
chaperonne qui s’associe à de nombreuses protéines et les protége d’une dégradation 
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protéosomale, notamment c-Kit, Akt et Lyn. En effet, dans les LLC de type B, il a été décrit 
une interaction Lyn-HSP90 qui stabilise la TK et la protège d’une dégradation (Trentin et al., 
2008). De même, les travaux de Yu (Yu et al., 2006) suggèrent qu’un traitement des cellules 
de la lignée Kasumi-1 par la geldanamycine, un inhibiteur de HSP90, induit une diminution 
du niveau d’expression de la protéine c-Kit, et non de son messager. Ainsi, on pourrait donc 
imaginer l’existence d’un complexe multi protéique en aval du récepteur, entre les protéines 
c-Kit, Lyn, PI3K, Akt et HSP90, permettant l’activation constitutive de signaux de 
prolifération et de survie.                     
 Nous avons également mis en évidence un fort niveau de phosphorylation de la 
protéine RPS6 (cible de p70S6K, elle-même sous la dépendance de mTORC1) dans ce 
modèle et, de façon intéressante, nous démontrons que cette phosphorylation est inhibée par 
de très faibles concentrations de Dasatinib, insuffisantes pour inhiber les Src kinases mais 
déjà très efficaces sur c-Kit. Ces résultats suggèrent que les SFKs ne sont pas à l’origine de 
l’activation de mTOR dans ce modèle, à la différence de c-Kit. Afin de mieux décrypter la 
signalisation en aval du récepteur, une approche évaluant les interactions entre c-Kit et les 
protéines Lyn, PI3K, STAT et ERK ainsi que le lien moléculaire c-Kit-mTOR sera entreprise 
dans les cellules primaires de LAM à CBF. Ce lien est déjà établi dans les mastocytes portant 
la mutation c-Kit D816V (Gabillot-Carre et al., 2006).     
 Le Dasatinib est un médicament indiqué dans le traitement des patients ayant une 
LMC en échec ou intolérants à L’Imatinib et en cours d’étude dans les LAL à chromosome 
Philadelphie. Il est également en cours de développement dans des tumeurs solides et dans les 
LAM à CBF en rechute moléculaire. Toutefois, très peu d’études pré cliniques ont évalué son 
effet sur les cellules leucémiques de LAM à CBF. Nos résultats montrent que cette molécule 
est extrêmement efficace pour bloquer la prolifération des cellules Kasumi-1 à de très faibles 
concentrations, inférieures à 5 nM, alors que la concentration de Dasatinib obtenu dans le 
sérum des patients atteints de LMC est d’environ 100 nM. Des tests de clonogénicité et 
d’apoptose sur des cellules de patients sont en cours pour confirmer ces résultats obtenus dans 
des lignées. A l‘heure actuelle, nous ne disposons pas de beaucoup de données concernant 
l’impact du Dasatinib sur la clonogénicité des patients présentant la t(8 ;21) ou l’inv16 
puisque nous nous heurtons à un problème expérimental, principalement du au faible pouvoir 
clonogène de ces cellules. Nous nous attacherons donc à caractériser l’effet du Dasatinib sur 
les cellules leucémiques par des tests de MTT et d’apoptose.    
 A l’heure actuelle, de plus en plus de données bibliographiques suggèrent un rôle 
majeur du microenvironnement médullaire dans la leucémogenèse et la réponse thérapeutique, 
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notamment via la mise en place de contacts adhésifs entre les cellules leucémiques et les 
cellules stromales ou la MEC. Ainsi, les travaux de Dalton (Shain and Dalton, 2001) ont 
clairement établi que l’adhésion de cellules cancéreuses sur une matrice de FN favorise des 
phénomènes de résistance aux chimiothérapies (CAM-DR pour Cell Adhesion Mediated-Drug 
Resistance), augmentant ainsi leurs capacités de prolifération (Shain and Dalton, 2001). 
Comme attendu et démontré dans de nombreux modèles, notamment dans la lignée U937 (De 
Toni et al., 2006), nous observons que l’adhésion sur une matrice de FN protége les cellules 
Kasumi-1 d’un traitement par la DNR, tandis que l’adhésion ne protége pas les cellules 
Kasumi-1 à un traitement par le Dasatinib, ce qui pourrait témoigner d’un rôle important des 
kinases Lyn, Abl ou bien du récepteur c-Kit dans la signalisation cellulaire induite par 
l’adhésion. En effet, les travaux de Bendall (Bendall et al., 1998) démontrent qu’à la 
différence d’une simple exposition à la FN, l’exposition combinée des cellules primaires au 
SCF, le ligand de c-Kit, et à la FN augmente leur prolifération et leur protection contre 
l’apoptose, dénotant un rôle majeur du RTK c-Kit dans ces processus. Il est également 
possible que le Dasatinib bloque la signalisation aboutissant à l’activation du module 
PI3K/Akt/Bcl2 en aval de l’engagement de l’intégrine VLA-4 (α4β1) exprimée à la surface 
des cellules leucémiques et importante dans les phénomènes de CAM-DR. De plus, le 
Dasatinib pourrait également bloquer la modulation de la topoisomérase II induite par la FN 
(Hazlehurst et al., 2001). D’autre part, on pourrait imaginer l’implication de la voie de survie 
NF-κΒ déclenchée en aval de l’intégrine α4β1, potentiellement via l’activation de la protéine 
GSK3β (De Toni et al., 2006). En effet, des résultats du laboratoire suggèrent d’une part que 
l’adhésion sur FN des CSL CD34+ CD38- CD123+ induit l’activation de la protéine 
GSK3β, et d’autre part que l’adhésion des cellules de LAM active la protéine phosphatase 
PP2A qui va inhiber la phosphorylation d’Akt et activer GSK3β par déphosphorylation du 
résidu Ser21/9 (De toni et al., en révision). Enfin, on peut également supposer que l’adhésion 
sur FN conduirait à l’activation des voies FAK et ERK en aval de l’intégrine α5β1 qui ont été 
montrées comme synergisant avec le récepteur c-Kit (Orschell et al., 2008).  
 De façon intéressante, nous montrons que le Dasatinib lève la CAM-DR médiée 
spécifiquement par la DNR, ce qui suggère que le Dasatinib interfère spécifiquement avec une 
voie de survie activée par l’adhésion cellulaire, potentiellement le relais PI3K/Akt/Bcl2 en 
aval de l’intégrine α5β1 (Bendall et al., 1998) et/ ou la voie FAK/Akt en aval de α4β1 
(Matsunaga et al., 2008). Enfin, il n’est pas exclure que la protéine Abl qui joue un rôle 
majeur dans la dynamique du cytosquelette d’actine, bien qu’il n’existe à ce jour aucune 
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donnée concernant le rôle de cette kinase dans les phénomènes de CAM-DR.  
 En conclusion, nos résultats suggèrent l’implication du récepteur c-Kit et des Src 
kinases, particulièrement Lyn dans le niveau élevé de phosphorylation sur tyrosine des LAM 
à CBF. L’activation de c-Kit aboutit notamment à la stimulation de mTOR et l’inhibition de 
l’activité du récepteur présente une activité anti-leucémique potentiellement intéressante dans 
ce sous groupe de LAM. L’effet anti-leucémique lié à l’inhibition de c-Kit démontre que 
bloquer un des deux mécanismes nécessaires à la leucémogenèse des LAM à CBF pourrait 
avoir un intérêt thérapeutique. Il serait certainement intéressant de combiner l’inhibition de c-
Kit avec l’inhibition du blocage de maturation induit par la translocation, en utilisant par 
exemple l’acide valproique, un inhibiteur d’histone déacétylase, de sorte à définir des essais 
de traitements ciblés sur les deux types de mutations observées dans les LAM à CBF. En 
outre, nous démontrons que le co-traitement par la DNR et le Dasatinib des cellules Kasumi-1 
mises en adhésion sur matrice de FN lève la résistance des cellules leucémiques à l’apoptose 
induite par la DNR, ce qui ouvre également de nouvelles perspectives thérapeutiques. 
 
 
C. Rôle de la voie PI3K/Akt dans la biologie des LAM 
1. Contexte scientifique et situation du projet 
 La voie de transduction du signal PI3K/Akt, est fréquemment dérégulée en 
oncogenèse, joue un rôle majeur en contrôlant des processus cellulaires tels que la 
prolifération, l’apoptose, la différenciation, la motilité, le métabolisme glucidique ou encore 
l’angiogenèse. L’activation de la PI3K est dépendante de la phosphorylation d’Akt sur le 
résidu Thr 308 dans le domaine catalytique par la protéine PDK1, reflet de l’activation pure 
par la PI3K, ainsi que sur le résidu Ser 473 dans le motif carboxy terminal hydrophobe par 
une protéine PDK2 qui est mTORC2. Des résultats préliminaires obtenus au début de ma 
thèse suggèrent que les produits de la PI3K, particulièrement le PIP3, sont présents à des taux 
élevés dans les cellules primaires comparativement aux progéniteurs normaux CD34+ et aux 
PBL. De façon intéressante, nous avons observé que plusieurs patients atteints de LAM 
présentent un fort niveau de phosphorylation p-Thr 308 Akt et un faible niveau de p-Ser 473, 
suggérant qu’Akt peut être monophosphorylé et potentiellement actif envers ses substrats 
dans les LAM.          
 De plus, plusieurs études dans les LAM ont montré que le relais PI3K/Akt est 
dérégulé dans cette pathologie, contribuant ainsi à inhiber l’apoptose et à favoriser la 
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prolifération et la résistance aux drogues. Cependant, l’impact pronostic de la phosphorylation 
d’Akt est sujet à controverse. En effet, dans une série rétrospective, Min et ses collaborateurs 
(Min et al., 2003) observent que la phosphorylation d’Akt sur la Ser 473 représente un facteur 
pronostique péjoratif. Par ailleurs, les travaux de Kornblau (Kornblau et al., 2006) démontrent 
que la phosphorylation des protéines PKCα, ERK2 et Akt apparaît également comme un 
facteur de mauvais pronostic dans une plus large cohorte de malade, bien que le résidu 
phosphorylé d’Akt évalué par western blot ne soit pas précisé dans cette étude. Plus 
récemment, une étude contradictoire (Tamburini et al., 2007) démontre que la 
phosphorylation d’Akt sur Ser 473 chez 92 patients traités de manière homogène représente 
un facteur de bon pronostic.                           
Dans ce contexte, et sachant que le rôle de la PI3K dans le pronostic des LAM n’est pas très 
bien établi, nous avons analysé l’impact pronostic de la phosphorylation d’Akt, sur ses deux 
résidus, par cytométrie en flux et en fonction de la cytogénétique dans 58 patients atteints de 
LAM. 
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Abstract 
 
 The PI3K/Akt pathway is an important signaling pathway governing cell survival and proliferation in 
AML. Because full activation of Akt requires phosphorylation on both Thr308 and Ser473 residues, we studied 
the level of phosphorylation on both sites in 58 AML samples by flow cytometry. The values of both Thr308 and 
Ser473 represented a continuum ranging from 0.3 to 5.6 and 0.4 to 2.87, respectively. There were no significant 
correlations between age, gender, FAB, leucocytosis, FLT3-ITD and Akt phosphorylation. However, the level of 
phosphorylation on Thr308 but not on Ser473 was significantly correlated with high-risk karyotype. Thr308high 
patients had significantly shorter OS (11 vs 47 months; p=0.01), EFS (9 vs 26 months; p=0.005) and RFS (10 
months vs not reached; p=0.02) than Thr308low patients. Neither mutation screening for AKT1 E17K nor 
changes in the level of PTEN expression and phosphorylation could explain the increased phosphorylation on 
Thr308 in high-risk cytogenetic AML cells. However, PP2A activity was significantly reduced in high-risk 
cytogenetic samples compared with intermediate risk samples. Moreover, the specific Akt inhibitor, Akti-1/2 
inhibited cell proliferation, clonogenic properties and induced apoptosis in AML cells with high-risk 
cytogenetics suggesting that Akt may represent a therapeutic target for high-risk AML.  
 
 3
Introduction 
 
The phosphoinositide 3-kinase (PI3K)/Akt pathway plays a key role in many cancer cells by controlling 
apoptosis, cell proliferation, differentiation and angiogenesis.1 Once activated by oncogenes, tyrosine kinase 
receptor, growth factors or even mutation, class I PI3K generates D3-polyphosphoinositides, which interact with 
the pleckstrin homology domain (PHD) of the serine threonine kinase Akt (a member of AGC kinase family), 
leading to its membrane targetting. Akt activation is then dependent on the phosphorylation of two residues 
located at the catalytic site (threonine 308, Thr308) and the C-terminal hydrophobic motif site (serine 473, 
Ser473). Thr308 phosphorylation is mediated by the phosphoinositide-dependent kinase-1 (PDK1) while Ser473 
is phosphorylated by PDK2, which has been recently identified as the mTOR complex 2.2,3 
Several studies have shown that the PI3K/Akt pathway is deregulated in acute myeloid leukemia 
(AML), contributing to apoptosis inhibition, cell proliferation and drug resistance.4 However, the prognostic 
impact of Akt phosphorylation in AML has yielded some controversies. In a retrospective series, the constitutive 
phosphorylation of Akt (pAkt) on Ser473 appeared as an adverse prognostic factor for survival.5 Recently, the 
simultaneous activation of PKCα, ERK2, pERK2 and pAkt pathways was shown to predict poor outcome in a 
large series of AML patients.6 In this study, although pAkt was an adverse pronostic factor per se, the site of 
phosphorylation of Akt assessed by western blotting was not indicated. In another study, Akt phosphorylation on 
Ser473 also assessed by western blotting after serum starvation of leukemic cells was correlated with better 
relapse-free and overall survival in 92 young AML patients homogenously treated.7  
Because phosphorylation of both Thr308 and Ser473 is thought to be required for full kinase activity, 
the assessment of these two phosphorylation sites would allow a more complete analysis of the level of Akt 
activation in AML cells. Phosphorylation of Akt has been mainly studied by western blotting, a technique hardly 
applicable in routine. Recently, high levels of Akt phosphorylation on Ser473 were detected in AML patients 
using flow cytometric analysis and correlated with Akt activity and western blot analysis.8,9 Herein, we used the 
same approach to analyse the phosphorylation of Akt both on Thr308 and Ser473 in 58 younger adults with 
AML. We found that the level of phosphorylation of Akt Thr308 but not Ser473 is significantly associated with 
high-risk cytogenetics and poor outcome. Enhanced Thr308 phosphorylation could be related, at least in part, to 
a decreased activity of the phosphatase PP2A observed in high-risk cytogenetic samples. Accordingly, high-risk 
cytogenetic samples were more sensitive to the Akt inhibitor Akti-1/2, compared to intermediate cytogenetic 
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samples suggesting that targeting Akt could be beneficial in this subgroup of AML patients sharing a very bad 
outcome with conventional chemotherapy.  
 5
Patients and Methods 
 
Cells and reagents 
AML samples were obtained from patients diagnosed at the Department of Hematology, Hôpital 
Purpan, Toulouse, France, after informed consent. The institutional review board approved the study. AML cells 
were isolated at diagnosis from bone marrow by Ficoll-Hypaque density-gradient centrifugation and were 
cryopreserved in Iscoves modified Dulbecco medium (IMDM) with dimethyl sulfoxide (DMSO, 10% final 
concentration) and fetal calf serum (FCS, 50% final concentration). Leukemias were characterized by 
morphology (French-American-British classification), karyotype, immunophenotyping, and FLT3 mutations 
(FLT3-ITD). Karyotype risk groups were defined according to the US Southwest Oncology Group (SWOG) 
criteria, which define as high-risk cytogenetic status, the following chromosomal abnormalities: del(5q)/5, 
7/del(7q), abn 3q, 9q, 11q, 20q, 21q, 17p, t(6;9), t(9;22) and complex karyotypes (≥3 unrelated abn) (Slovak ML, 
Blood 2000).10 The human leukemic cell lines KG1 was purchased from American Type Culture Collection 
(ATCC; Rockville, MD) and cultured in IMDM containing 20% FCS. The clinical characteristics of AML 
patients from which samples were used for biological studies, are shown in supplementary data (Table S1). 
Antibodies were from Cell Signaling (Beverly, MA, USA): phospho-Akt Thr308, phospho-Akt Ser473, PTEN, 
phospho-PTEN Ser380/Thr382/383, anti-PP2Ac, phospho-FOXO3A (Thr32), phospho-GSK3b (Ser21/9) and 
GSK3b. Daunorubicin (dnr) was from Sanofi-Aventis (Paris, France). The allosteric Akt kinase inhibitor 
targeting Akt1 and Akt2 (Akti-1/2) was kindly provided by Dr Claire Chaussade.11 
 
Treatment 
Between 12/2000 and 02/2005, 58 patients with de novo AML were treated by dnr (60 mg/m2, d1-3) or 
idarubicin (ida) (8 mg/m2, d1-d5) with cytosine-arabinoside (AraC) (200 mg/m2, d1-7) and a second course (ida 
8mg/m2 or dnr 35m/m2 d17-18 + AraC 1g/m2/12h d17-20) if more than 5% marrow blasts persisted on day 15. 
Complete response patients with HLA-identical sibling were allografted (upfront until 50 years; after a 
consolidation and reduced intensity conditioning above 51). Other patients received one consolidation (ida 
12mg/m2 or dnr 60mg/m2 d1-2 and AraC 3g/m2/12h d1-4), then autologous transplantation or high-dose Arac 
(favorable karyotype). 
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Flow cytometry analysis 
Leukemic cells (1 x 105) were permeabilized with intraprep kit according to the manufacturer’s 
recommendations (Beckman coulter, Miami, FL) then incubated 1 hour at 4°C in the dark with anti-phospho Akt 
(Ser473 or Thr308) (Cell Signalling), or with isotypic control. After two washes, cells were incubated 30 
minutes in the dark with FITC-conjugated goat anti-rabbit antibody (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ). 
Samples were analyzed by epics XL cytometer (Beckman Coulter) and a minimum of 10000 events were 
acquired for each sample. Results are expressed as the ratio of the mean fluorescence intensity of the stained 
sample vs the non specific IgG control. Flow cytometric detection of the primitive leukemic cells (CD34+CD38-
CD123+ cells) has been described elsewhere.9 
 
AKT1 E17K mutational screen in AML with TaqMan® single-nucleotide polymorphism 
Genotyping Assays 
Deoxyribonucleic acid of 148 AML samples was subjected to a TaqMan PCR single nucleotide 
polymorphism (SNP) genotyping assay as reported.12 Each assay contained 6.25 μl of TaqMan® Universal PCR 
Master Mix, 0.3125 μl of 40X assay Mix and 5 μl of DNA (2ng/μl) in a final volume of 12.5 μl. 40X Assay Mix 
contained forward primer, reverse primer, 6FAM dye–MGB labeled probe, and VIC dye–MGB labeled probe 
(Applied Biosystems, Foster City, CA). (See Table S2 for primer design of the G49A AKT1 mutation). Three 
reactive lymph nodes served as negative controls. Double stranded oligonucleotides of 62bp long (with or 
without the mutation) have been synthesized to serve as control (See Table S2 for oligonucleotide sequences). 
They allowed us to determine the theoretical limit of detection (5% of mutated allele). Serial dilutions were 
tested: 0% (negative control), 5%, 10%, 25%, 50%, 75%, 90%, 95%, and 100% (positive control).  
 
Western blotting 
Leukemic cells (1 x 106) cells, resuspended and washed two times in cell culture medium without 
serum, were denatured in Laemmli sample buffer for 5 min at 100°C. Proteins were resolved by polyacrylamide 
SDS gel (SDS-PAGE) and then transferred onto nitrocellulose (membrane Hybond-C super, Amersham 
Pharmacia Biotech) using a liquid transfert apparatus (Amersham Pharmacia Biotech). The membrane was 
blocked overnight at 4°C in Tris-buffered saline (TBS) containing 1% fat-free milk and 1% bovine serum 
albumin (BSA). The proteins were detected by blotting with the appropriate monoclonal or polyclonal antibodies 
in TBS, 0.1% Tween, 1% fat-free milk and 1% BSA. For PTEN quantification, membranes were incubated in 
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the dark with Alexa Fluor® 680-conjugated secondary antibody (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) and acquired 
with an Odyssey® infrared scanner (Li-Cor Biosciences, Lincoln, NE, USA). Signal was quantified using the 
Odyssey® 2.1 software (Li-Cor Biosciences). 
 
PP2A assays 
PP2A assays were carried out using the PP2A immunoprecipitation phosphatase assay kit (Millipore, 
Bedford, MA). Briefly, protein lysates (2×106 cells) in 50 mM Tris/HCl pH 7,4, 150 mM NaCl,  
1 mM EDTA, 1% NP40 were incubated for 2 hours at 4°C with 4 µg of PP2Ac antibody (clone 1D6) and Protein 
A-agarose. After three washes, immunoprecipitates were used in the phosphatase reaction according to the 
manufacturer's protocol. As an internal control, specificity of the reaction was assessed by inhibiting PP2A 
activity with 1 nM okadaic acid before titration. The amount of IP PP2A was also monitored by anti-PP2Ac 
Western-blots as shown as an example in figure 3B. 
 
Apoptosis 
AML cells were incubated with or without 0.2 µM dnr for 24h in the presence or the absence of 10 µM 
Akti-1/2. After incubation, cells were washed twice in PBS and stained with annexin-V-FITC (BD Biosciences). 
Apoptosis was quantified by flow cytometry as the percentage of annexin-V+ cells. For some patient samples, 
cells were also stained with CD34-PE Cy7, CD38-APC and CD123-PE antibodies (BD Biosciences) to identify 
the primitive CD34+ CD38- CD123+ leukemic subpopulation. 
 
Clonogenic assays 
The median percentage of leukemic cells after Ficoll separation was 80% (range, 34-96%). AML cells 
were adjusted to a final concentration of 1x105 cells/mL and grown in H4230 Stem Cell Technologies methyl 
cellulose medium (Stem Cell Technologies, Vancouver, BC) supplemented with 10% 5637-conditionned 
medium as a stimulant (5637 is a bladder carcinoma cell line secreting GM-CSF, G-CSF, IL1beta, M-CSF, and 
SCF)13 and increasing concentrations of Akti-1/2 (0, 1, 10, 100 nM). The cells were then plated in 35 mm Petri 
dishes in duplicate and incubated for 7 days in a humidified CO2 incubator (5% CO2, 37°C). CFU-Ls (Colony 
Forming Unit-Leukemia) were scored under an inverted microscope at day 7.14  
 
Statistical analysis 
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Continuous variables were transformed to categorical ones using their median as cut-off. Pairwise 
comparisons between continuous variables distributions were performed by Kruskal-Wallis tests, and by Fisher 
exact for categorical variables. Survival curves were calculated for overall survival (OS), event-free survival 
(EFS), and relapse-free survival (RFS) according to Kaplan-Meier and compared using the 2-sided log-rank test. 
OS end points, measured from time of diagnosis, were death (failure) and alive at last follow-up (censored). EFS 
end points, measured from time of diagnosis, were death or relapse (failure) and alive at last follow-up 
(censored). RFS end points, measured from time of complete remission, were death or relapse (failure) and alive 
at last follow-up (censored). Cox regression analysis related OS, EFS and RFS with analyzed parameters. 
Results were significant for a p value less than 0.05. Statistical analysis were made using SAS V8.02 (SAS 
Institute Inc. Cary, NC). For in vitro studies, comparison was made between different groups using a parametric 
paired t test.  
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Results 
 
Correlation between Akt Thr 308 and cytogenetic risk in AML patients 
 
The levels of Akt phosphorylation on both Thr308 and Ser473 were evaluated by flow cytometry on 
pretreatment marrow samples and expressed as the ratio between mean fluorescence intensity of the stained 
AML sample and the isotypic control (rMFI). The clinical characteristics of AML patients are shown in table 1. 
The numerical values obtained for both Thr308 (n=53) and Ser473 (n=52) represented a continuum ranging from 
0.3 to 5.6 and from 0.4 to 2.87, respectively. The median level of phosphorylation was 2.3 (±0.89) and 1.3 
(±0.27) for Thr308 and Ser473, respectively. The level of total Akt assessed by western blot analysis was stable, 
indicating that the elevated levels of pAkt were not due to changes in protein expression (data not shown). As 
previously described, normal CD34+ cells from healthy donors displayed a low level of Akt phosphorylation 
(data not shown).5,8  
To analyze the characteristics of AML patients according to the level of Akt phosphorylation, patients 
were stratified according to the median rMFI (± 2.3 for Thr308, ± 1.3 for Ser473). Patients with a rMFI value 
superior to 2.3 or 1.3 were referred as Thr308high or Ser473high, respectively, whereas the others were referred as 
Thr308low or Ser473low. There were no significant correlations between age, gender, FAB, white blood cell count, 
FLT3-ITD and Akt phosphorylation on both residues. Interestingly, the intensity of phosphorylation of Thr308, 
but not of Ser473, significantly correlated with the cytogenetic risk. Indeed, the median rMFIs on Thr308 were 
1.95 (± 0.37); 2.2 (±1) and 3.1 (±0.49) for favorable-risk, intermediate and high-risk karyotype, respectively 
(p=0.0069) (figure 1 and table 1).  
To our knowledge, the correlation between Thr308high and high-risk cytogenetics has never been 
reported to date. To increase the number of high-risk patients in this series, we have evaluated 6 additional AML 
samples with high-risk cytogenetics (n=17) (table 2). The median rMFIs on Thr308 of the 17 samples tested was 
3.1 (± 0.8). As compared with other cytogenetic subgroups (n=47) in which the median rMFIs was 2.1 (± 0.9), 
the difference was still highly significant (p=0.001). Moreover, when considering the group of patients with 
complex karyotypes (3 or more chromosomal abnormalities, n=9), the median rMFIs on Thr308 was 3.5 (± 0.8) 
versus 2.9 (± 0.5) for patients with high-risk cytogenetics but not complex karyotypes (n=8) (p=0.02). 
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Impact of Thr308 phosphorylation on clinical outcome 
 
All patients were treated by induction chemotherapy with anthracyclins and AraC. Patients in complete 
remission were then referred to consolidation chemotherapy, autologous or allogeneic stem-cell transplantion 
according to the cytogenetic risk. The CR rate was 83% with no significant difference in Thr308 high, Thr308low, 
Ser473high and Ser473low subgroups. The global overall survival (OS), event-free survival (EFS) and relapse-free 
survival (RFS) were of 22.1, 14.1, and 15.6 months, respectively. In univariate analysis, WBC and Ser473 
phosphorylation did not influence outcome whereas unfavorable karyotype, FLT3-ITD and Thr308high correlated 
with poor OS, EFS, and RFS and age only, with OS and RFS. The impact of Thr308high on prognosis was 
validated using two analytic strategies. Indeed, the phosphorylation level was studied either as categorical or as 
continuous variable. Thr308high patients had significantly shorter OS (11 vs 47 months; p=0.01), EFS (9 vs 26 
months; p=0.005) and RFS (10 months vs not reached; p=0.02) than Thr308low patients (figure 2). Age, FLT3-
ITD, WBC, Thr308high and cytogenetic risk were included in the Cox model for multivariate analysis. Only the 
cytogenetic risk independently predicted worse OS [hazard ratios 2.58 (p=0.001)], EFS [2.18 (p=0.003)] and 
RFS [2.04 (p=0.02)]. The hazard ratios for Thr308high versus Thr308low on OS, EFS and RFS were respectively 
1.75, 1.99 and 2.11 but they did not reach statistical significance. 
 
Absence of Akt mutation in AML with high-risk cytogenetics 
 
We and other have previously shown that no somatic mutations of the class IA PI3K isoforms (PIK3CA 
and PI3KD) can be found in AML samples.15,16 A recurrent novel AKT1 PHD mutation (AKT1 E17K) leading 
to membrane translocation, constitutive AKT activation and leukemia development in mice has been recently 
described.17 In order to explain the differences in Akt phosphorylations according to the cytogenetic risk, we 
have sequenced specimens from an independent series of 148 AML patients. Samples bearing t(8;21) (n=14); 
inv16 or t(16;16) (n=21), normal karyotype with (n=26) or without  (n=49) FLT3-ITD mutations, complex 
karyotype (n=38) have been assessed for the occurrence of AKT1 E17K. No mutations could be detected in 
these different subgroups of AML which is consistent with the results of recent studies of smaller series .18,19 
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The status of PP2A activity but not of PTEN is associated with high-risk cytogenetics   
 
The tumor suppressor PTEN is a dual-specificity phosphatase acting as a negative regulator of 
PI3K/Akt signaling by dephosphorylating phosphatidylinositol-3,4-bisphosphate (PI(3,4)P2) and 
phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate (PI(3,4,5)P3) at the D3 position of the inositol ring.20 Although neither 
inactivating mutations nor loss of heterozygoty have been demonstrated in AML, the level of protein expression 
is quite variable among studies but has never been correlated with cytogenetic sub classes of AML.4,21  The 
phosphorylation of PTEN at the C-terminal regulatory domain is known to induce a decrease in PTEN activity 
towards its lipid substrates.22,23 It has been shown that PTEN phosphorylation on Ser380/Thr382/Thr383 residues 
is associated with an increase of Akt phosphorylation and a poor overall survival in AML.24 Therefore, we 
checked both the level of PTEN protein expression and its phosphorylation on Ser380/Thr382/Thr383 residues 
using the Odyssey infrared imaging system to accurately quantify protein and protein phosphorylation in 
Western blots. As shown in figure 3a, PTEN is expressed and phosphorylated in both high-risk and non high-risk 
cytogenetics samples with no significant differences between this two groups (p-PTEN quantification of 83,7 ±6 
for high-risk vs  88,2 ±6,9 for others risk group, n=7). 
The protein phosphatase 2A (PP2A) is a major serine threonine/phosphatase in eukaryotic cells that is 
known to downregulate the effects of activated protein kinases. Akt is inactivated by PP2A in vitro and its 
activity increases in cells treated with the serine threonine phosphatase inhibitor, okadaic acid.25 Recently, it has 
been demonstrated that functional loss of PP2A activity is important for CML blastic transformation.26 In both 
CML blast crisis and Ph+-acute lymphoblastic leukemia cells, restauration of PP2A activity is associated with 
inhibition of Akt phosphorylation. These results prompted us to assess the activity of PP2A in AML cells. PP2A 
catalytic subunit (PP2Ac) was immunoprecipitated from both complex and intermediate-risk karyotype samples 
and its phosphatase activity tested using a specific assay. As shown in figure 3b, amounts of PP2A 
immunoprecipitates were comparable among the tested samples. Interestingly, PP2A activity was significantly 
reduced by 40% in complex karyotypes (550 ±80 pmol of released phosphate by 15 min, n=7) as compared to 
intermediate-risk karyotypes (932 ±147 pmol of released phosphate by 15 min, n=6) (p=0.03). The specificity of 
PP2A activity was confirmed by the complete inhibition observed in the presence of 1nM okadaic acid. Overall, 
the results indicate that PTEN status does not change significantly in the cytogenetic subtypes studied while 
PP2A activity is reduced in AML with high-risk cytogenetics. 
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Preferential activity of the Akt inhibitor Akti-1/2 in AML cells, including primitive CD34+ CD38- 
CD123+ cells, with high-risk cytogenetics  
 
As high-risk cytogenetic samples display high level of Akt activation, one can hypothesize that these 
cells are dependant on this pathway to survive and escape to genotoxic stress induced by chemotherapeutic 
agents. To specifically assess the role of Akt in the survival and proliferation of high-risk cytogenetic AML cells, 
we used the specific Akt inhibitor targeting Akt1 and Akt2 (Akti-1/2). In contrast to the phosphoinositide 
analogue perifosine, another Akt inhibitor whose activity has been assessed in AML cells, this novel allosteric 
inhibitor inhibits the kinase activity of Akt and blocks its phosphorylation and activation by PDK1.27,28 We first 
used the CD34+CD38-PgP+ KG1 cell line bearing complex chromosomal abnormalities frequently found in high-
risk AML such as -5,del(7)(q21;q35) and 17p-.29 In KG1, the level of phosphorylation on Thr308 is remarkably 
high as compared to Ser473 (figure 4a). Incubation of KG1 cells with 10 µM Akti-1/2 for 4 hours potently 
inhibits the phosphorylation of Akt on both sites. Two downstream Akt targets, GSK3b and FOXO3A, were also 
dephosphorylatyted by Akti-1/2 (figure 4b). KG1 cells were incubated in the presence of increasing 
concentrations of the drug and cell proliferation was evaluated by MTT assays. As shown in Figure 4c, Akti-1/2 
potently inhibited KG1 cell proliferation in a dose-dependent manner.  
In leukemic cells from high-risk cytogenetic AML patients (mainly with -5/5q-; -7/7q- and 17p- 
chromosomal abnormalities), Akti-1/2 also inhibited the phosphorylation of Akt (figure 5a). Because fresh AML 
cells usually hardly proliferate in liquid culture, we used a clonogenic assay in methylcellulose conditioned with 
hematopoietic growth factors to study the effect of Akti-1/2 on samples from 12 AML patients (7 with high-risk  
and 5 with intermediate cytogenetics). As shown in figure 5b, Akti-1/2 inhibited the capacity of AML cells to 
generate CFU-L in a dose-dependent manner in all samples tested. However, 100 nM Akti-1/2 reduced by more 
than 50% the clonogenicity of 5/7 high-risk cytogenetic samples, whereas the magnitude of this reduction did not 
reach 50% in 5/5 intermediate cytogenetic samples. Means percentages of CFU-L recovery at 10 nM and 100 
nM were 51.6±3 and 44±3 in high-risk cytogenetic samples vs 76±4 and 67±4 in intermediate risk samples, 
respectively (p=0.001 for both concentrations). We next investigated whether decreased proliferation induced by 
Akti-1/2 was due to apoptosis in 4 fresh leukemic samples with high-risk cytogenetics. After 24 hours incubation 
with Akti-1/2 (10 µM), features of apoptosis were detected by annexin-V staining (25±3% of annexin-V positive 
cells) as compared to controls (14%±2) (figure 5c). The capacity of Akti-1/2 to enhance the activity of 
conventional chemotherapeutic agents was also assessed in the same samples. As shown in figure 5c, the 
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cytotoxic effect of 0.2 µM dnr was increased when cells were incubated with 10 µM Akti-1/2 (37% ±2,9, Akt-
i+dnr vs 25% ±3,5, dnr alone, p=0.05).  
As previously described, we detected the phosphorylation of Akt in phenotypically primitive AML stem 
cells expressing the CD34+ CD38- CD123+ phenotype (figure 6a).9 This compartment is generally resistant to 
genotoxic agents such as dnr and Ara-C compared with the non-stem AML fractions.30,31 Accordingly, 0.2 µM 
dnr did not induce significant cell death in CD34+ CD38- CD123+ leukemic cells from high-risk cytogenetic 
samples (n=3) (figure 6 b and 6c). However, Akti-1/2 induced apoptosis in this primitive leukemic 
subpopulation (13.5±1.4% treated cells vs 4.6±0.9 untreated cells, p=0.01). Moreover, Akti-1/2 induced-
apoptosis was enhanced by co-incubation with 0.2 µM dnr (21.5% ±0.3, Akt-i+dnr vs 13.5±1.4%, Akti-1/2, 
p=0,0126) (figure 6b and 6c). 
 
 
 14
Discussion 
Flow cytometry is a methodology of choice to evaluate the activation state of cell signaling pathways 
involved in leukemic cell proliferation and survival. This technique requiring a limited amount of cells easily 
collected can be performed rapidly and can detect target cells by double immunostaining in samples with a low 
percentage of blasts cells. Therefore, flow cytometry can be used to assess the prognostic impact of the 
activation status of several kinases. It also allows a rapid analysis of potential therapeutic intracellular targets in 
blast cells at diagnosis in order to select patients for clinical trials assessing new kinase inhibitors. Moreover, 
four-color flow cytometry can be used to detect the phosphorylation status of kinases in primitive leukemic cells 
with CD34+CD38-CD123+ phenotype, which are enriched in SCID-leukemia initiating cells.30 In AML, this 
technique has been described in two previous studies showing that the levels of Akt and ERK phosphorylation 
are easily detectable in different blast cell populations and not influenced by cryopreservation.8,9  
In this study, we report for the first time that the intensity of Akt phosphorylation on Thr308 is 
significantly correlated with the cytogenetic risk in AML, particularly with complex karyotype. Conversely, this 
phosphorylation is quite low in core binding factor AML [i.e, inv16 and t(8;21)] as already shown in few 
samples assessed by western blot. Indeed, in Tazzari’s study, samples bearing inv 16 chromosomal 
abnormalities, displayed both low level of phosphorylation on Thr308 and decreased kinase activity.8 The 
mechanisms involved in the phosphorylation of Thr308 in the high-risk cytogenetic subgroup are unclear but 
could involve a loss of PP2A activity. The regulation of Akt activation is a process tightly controlled at different 
level by the activity of lipid phosphatases such as PTEN acting upstream Akt, and protein phosphatases, 
including PP2A and pleckstrin homology domain leucine-rich repeat protein phosphatase (PHLPP), which 
directly regulate Akt phosphorylation.32 Interestingly, it has been recently demonstrated that PHLPP, a PP2C-
like phosphatase, specifically dephosphorylates Ser473, whereas PP2A dephosphorylates Thr308 suggesting that 
the dephosphorylation of the two sites is uncoupled.33 PP2A, a tumor suppressor with a crucial role in the 
regulation of cell cycle progression, survival and differentiation, is required for the development and 
maintenance of other myeloid malignancies such as blast-crisis CML cells.26 The PP2A holoenzyme consists of 
the structural subunit (A), catalytic subunit (C), and a variable regulatory subunit (B) crucial for PP2A substrate 
specificity. Indeed, a recent study has shown that the B55α regulatory subunit preferentially targets the 
holoenzyme to Akt resulting in dephosphorylation at Thr308 rather than Ser473.34 Thus, the significant reduction 
of PP2A activity that we found in high-risk cytogenetics in AML cells might explain, at least in part, the 
differential between Thr308 and Ser473 phosphorylations. The mechanisms leading to this reduced PP2A 
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activity in high-risk cytogenetic AML cells remains to be determined. Interestingly SET, a potent physiological 
PP2A inhibitor, is deregulated in acute leukemia through chromosomal abnormalities such as t(6;9)(p23;q34) or 
11q23 rearrangements.35,36  
Since a residual okadaic acid sensitive PP2A activity is observed in high-risk cytogenetic AML cells, 
other upstream regulators of Akt may also contribute to the regulation of Thr308 phosphorylation. The 
phosphoinositide-dependent kinase PDK1 is the upstream kinase for Thr308.37 The phosphorylation of Thr308 
by PDK1 is dependent on the conformation of Akt. Indeed, the engagement of the Akt PH domain on the 
membrane by binding D3-polyphosphoinositides relieves autoinhibition of the active site allowing PDK-1 to 
access Thr308 on the activation loop.38 Although PDK1 is overexpressed in 45% of AML patients, its expression 
has not been reported to be associated with high-risk cytogenetic patients to date.39 Another upstream regulator, 
PTEN, counteracts PI3-Kinase activity upstream of Akt and thus, regulates its phosphorylation on both Thr308 
and Ser473. In AML cells, the role of PTEN in Akt activation is still unclear. Although, PTEN expression has 
not been extensively studied in AML, it has been shown that its expression is reduced or even absent in some 
AML patients.40,41 Complex karyotypes AML are characterized by genomic instability and loss of p53 function. 
p53 transcriptionally regulates PTEN expression which in turn, inhibits PI3K/Akt and subsequently MDM2, a 
negative regulator of p53, in a positive feedback loop manner.42 Thus, loss of p53 may contribute to the aberrant 
activation of Akt in these samples. However, we found that the level of PTEN expression was not different in 
high-risk compared with favorable/intermediate risk samples. The regulation of PTEN by phosphorylation at the 
C-terminal regulatory domain stabilizes the molecule and leads to a decrease in PTEN activity towards its 
substrate.22,23 We found that PTEN is indeed phosphorylated in AML cells with no difference between high-risk 
and intermediate risk samples suggesting a common phenomenon in all subtypes of AML that could contribute 
to Akt phosphorylation on both Thr308 and Ser473. However, this mechanism could also add to PP2A loss of 
function to enhance Thr308 phosphorylation in high-risk samples. Overall, it is conceivable that the deregulation 
of PI3-K/Akt pathway in AML is linked to phosphatase defects since any activating mutations of both PI3-K and 
Akt have been demonstrated to date.15,16,18,19 
The level of phosphorylation on Thr308 was a strong prognostic factor for OS, EFS and RFS. By 
contrast with previous studies, Ser473 was associated nor with a poor neither with a favorable prognostic.5,7 In 
non-small cell lung cancer tumors, it has also been reported that Thr308 but not Ser473 has a prognostic value.44 
This discrepancy may reflect a difference in the number of cases analyzed, chemotherapy regimen, differences in 
the preparation of leukemic cells or technical differences in staining and scoring thus deserving further well-
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designed prospective studies in a larger series of AML patients. This study is ongoing in our institution by 
including the two anti-pAkt antibodies in the immunophenotypic panel currently used at diagnosis for all 
patients. Interestingly, the difference in the prognostic value of phosphorylated Thr308 vs Ser473 may also 
reflect that the specific downstream effectors of Thr308 but not of Ser473 may be the most relevant in AML cell 
biology and chemoresistance. Indeed, a recent study has shown that the dual phosphorylation of Thr308 and 
Ser473 is not necessarily required for all Akt functions. The sole Thr308 phosphorylation is sufficient to regulate 
downstream effectors such as GSK3, TSC1/TSC2 and mTOR complex 1, while Ser473 phosphorylation is 
crucial for FoxO1/3a activation.45 
Although further studies are needed to fully assess the expression, activity and mutational status of 
upstream regulators of Akt, our findings suggest that Akt inhibitors should be tested in clinical trials particularly 
in AML with complex karyotype, which have a very bad prognosis even with intensive chemotherapy and 
allogeneic-stem cell transplantation. It has been shown that the Akt inhibitor perifosine, an alkylphospholipid 
which prevent the binding of Akt to the plasma membrane, inhibits cell proliferation, induces apoptosis in THP-
1 and MV 4-11 leukemic cell lines and some not cytogenetically defined AML patients’ samples.27 Promising 
preclinical antileukemic activity has also been demonstrated with the dual class IA PI3-K/mTOR inhibitor, PI-
103.46 In our study, the potent and specific inhibitor Akti-1/2 also inhibits cell proliferation, clonogenic 
properties, induces apoptosis in AML cells with high-risk cytogenetics and enhances the cytotoxic activity of 
daunorubicin. Moreover, Akti-1/2 could target primitive CD34+ CD38- CD123+ cells suggesting a potential 
activity on leukemic stem cells (LSC) although this remains to be demonstrated in nonobese diabetic/severe 
combined immunodeficient xenograft models. Furthermore, Akti-1/2 activity in this cellular fraction was 
enhanced by low dose daunorubicin that is in line with previous studies suggesting that the mechanism of LSC 
death involves combined inhibition of survival pathways and activation of stress pathways.47 
This study shows that AML cells with high-risk cytogenetics display a high level of phosphorylation of 
Akt Thr308, correlating with a PP2A decreased activity and a potent effect of the Akt inhibitor, Akti-1/2, on 
AML cell proliferation, survival and clonogenicity. This suggests that this anti-apoptotic pathway may represent 
a valuable therapeutic target particularly in high-risk cytogenetic AML. Thus, clinical trials are mandated to 
determine if PI3K/Akt inhibitors could improve therapeutic results specifically in this subgroup of very high-risk 
patients. 
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Titles and legends to figures 
 
Figure 1: Phosphorylation of Akt on Thr308 by flow cytometry according to the cytogenetic status. 
After permeabilization, leukemic cells were incubated with anti-phospho Akt(Thr308) or non-relevant IgG then 
incubated with FITC-conjugated goat anti-rabbit antibody. A representative histogram of 3 representative AML 
samples according to their cytogenetic background is shown: favourable-risk (t(8;21), intermediate-risk (normal 
karyotype) and high-risk (complex karyotype). 
 
Figure 2: Prognostic value of Thr308high in AML. 
AML patients were stratified in 2 groups, Thr308high or Thr308low, according to the value of p-Akt Thr308 (rMFI 
> 2.3, Thr308high and rMFI< or = 2.3, Thr308low). Thr308high patients had significantly shorter OS (11 vs 47 
months; p=0.01), EFS (9 vs 26 months; p=0.005) and RFS (10 months vs not reached; p=0.02) than Thr308low 
patients. 
 
Figure 3: Assessment of the phosphatases, PTEN and PP2A, in high-risk cytogenetic AML. 
A) The levels of PTEN and pPTEN (Ser380/Thr382/Thr383) were analyzed by Western Blot using specific 
antibodies and quantified according to the Odyssey technology. A representative figure of high-risk vs good-risk 
tested samples is shown. B) PP2A assay in untreated (black bars) and okadaic acid-treated (white bars) AML 
cells. Results are expressed as pmol of released phosphate. The difference between intermediate-risk and high-
risk cytogenetics has a p value of 0.037 (*). As shown for patients #18 and #4 (bottom panel), the amount of IP 
PP2A was monitored by Western-blot using anti-PP2Ac antibody. 
 
Figure 4:  Activity of Akti-1/2 on KG1 proliferation. 
A) Akt phosphorylation on Thr308 and Ser473 was assessed in KG1 cells by both western blot (right panel) and 
flow cytometry (left panel) using indicated antibodies. Cells were cultured for 4 hours alone (full line) or in the 
presence of 10 µM Akti-1/2 (hatched line) then processed for flow cytometric analysis as described in method 
section. B) KG1 cells were incubated in the presence of increasing concentrations Akti-1/2 for 4 hours then lysed 
and analyzed by Western Blot with the indicated antibodies. C) KG1 cells were cultured in liquid medium alone 
or with increasing doses of Akti-1/2 for 3 days. Cell viability was quantified by MTT assay. Results are mean ± 
SEM of three independent experiments performed in triplicate (*p<0.05). 
 
Figure 5:  Activity of Akti-1/2 on high-risk cytogenetic AML cells. 
A) Cells from a patient with complex karyotype AML were cultured 4 hours alone (control) or in the presence of 
10 µM Akti-1/2 then processed for Akt phosphorylation (Thr308 and Ser473) assessment by flow cytometry 
using indicated antibodies. B) Cells from 7 patients with high-risk (white bars) and 5 with intermediate-risk 
(black bars) AML were grown in clonogenic assays in the presence of increasing doses of Akti-1/2  (0, 1, 10, 
100 nM). Results are presented as percentage of control and are mean ± SEM of duplicates. C) Fresh leukemic 
cells from 4 patients with high-risk cytogenetics were incubated 24 h with or without 10 µM Akti-1/2 and/or 0.2 
µM dnr then processed for apoptosis studies using annexin-V staining. Results are presented as mean 
percentages (± SEM) of annexin-V positive cells in treated and untreated cells. 
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Figure 6:  Activity of Akti-1/2 on primitive CD34+CD38-CD123+ leukemic cells. 
A) Flow cytometric detection of Akt phosphorylation on Thr308 in CD34+CD38-CD123+ cells. B) and C) Patient 
cells (n=3) were cultured 24 hours alone or in the presence of 10 µM Akti-1/2 and/or 0.2 µM dnr, then processed 
using four-colour immunostaining. Induction of apoptosis in primitive AML cells was assessed using annexin-V 
staining after gating on CD34+CD38-CD123+ cells. A representative AML sample is shown in B). Results are 
presented as mean percentages (± SEM) of annexin-V positive cells in treated and untreated cells. 
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Table 1: Pre-treatment characteristics and outcome of AML patients 
 
 
 
 All patients 
N=58 
pAkt Thr308 
N=53 
pAkt Ser473 
N=52 
  pAkt Thr308
high 
N= 24 
pAkt Thr308low 
N= 29 
pAkt Ser473high 
N= 21 
pAkt Ser473Low 
N= 31 
Median age  46.5 (15-61) 48 (19-57) 44 (15-61) 48 (30-57) 43 (15-61) 
Gender,  (N) M/W 34/24 11/13 22/7 11/10 22/9 
FAB (N) 
M0 
M1 
M2 
M4 
M5 
M6 
Unclassified 
 
1 
13 
16 
18 
7 
1 
2 
 
0 
6 
6 
5 
5 
0 
2 
 
1 
6 
10 
9 
2 
1 
0 
 
0 
5 
2 
9 
4 
0 
1 
 
1 
6 
14 
5 
3 
1 
1 
Median Hb, g/dL  9.2 (5-13.5) 10 (5.3-13.1) 8.9 (5-13.5) 9.8 (5.3-13.5) 8.9 (5-13.1) 
Median Platelets, 109/L  48 (6-328) 52 (14-212) 47 (6-328) 49 (11-188) 47 (6-328) 
Median WBC, 109/L 33.4 (1.2-225) 15.6 (2.8-225) 33.5 (1.2-216) 36.8 (2.8-225) 15.2 (1.2-211.8) 
Median %  BM Blasts  78 (20-97) 75 (23-96) 78 (22-97) 86 (20-96) 67 (22-97) 
Karyotype risk group N, (%) 
Favorable 
Intermediate 
Unfavorable 
 
16 (28%) 
31 (53%) 
11 (19%) 
 
3 (13%) 
12 (50%) 
9 (37%) 
 
11 (38%) 
16 (55%) 
2 (7%) 
 
6 (29%) 
10 (48%) 
5 (23%) 
 
8 (26%) 
17 (55%) 
6 (19%) 
FLT3-ITD 10/54 (19%) 3/22 (14%) 6/28 (21%) 3/20 (15%) 5/29 (17%) 
Allo-SCT N, (%) 19/58 (33%) 6/24 (25%) 10/29 (34%) 6/21 (29%) 9/31 (29%) 
Complete response N, (%) 48 (83%) 17/24 (71%) 26/29 (90%) 16/21 (76%) 26/31 (84%) 
Relapse N, (%) 27/48 (56%) 14/17 (82%) 9/26 (34%) 10/16 (63%) 13/26 (50%) 
  
FAB, French American British; WBC, white blood cell count; BM, bone marrow; PB; Allo-SCT, allogeneic 
stem-cell transplantation.  
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Table 2: Assessment of pAkt on Thr308 in 17 AML patients with high-risk cytogenetics  
 
FAB Age Karyotype 
pAkt Thr308 
rMFI 
1 70 complex 1.6 
2 68 complex 3.5 
2 79 complex 4.6 
2 72 complex 3.5 
1 55 complex 3.1 
2 48 complex 3.9 
4 35 complex 3.9 
5 19 complex 4.1 
2 49 complex 2.8 
4 68 -7 3 
4 63 -7;+1q 2.9 
Unclassified 51 inv(3) 3 
1 23 t(6;11) 3.6 
6 60 5q- 2 
5 55 t(10;11) 2.5 
Unclassified 47 t(9;22); +6 3.1 
5 52 t(3;6) 2.1 
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Chapitre III : Discussion générale et perspectives  
 
A l’instar des travaux de Contri dans la pathologie des Leucémies Lymphoïdes 
Chroniques B (LLC-B ) (Contri et al., 2005), nos résultats démontrent que Lyn est 
constitutivement activée dans les LAM et présente une localisation anormale tout autour de la 
membrane plasmique et dans le cytoplasme, alors que dans les cellules normales cette 
protéine est localisée exclusivement dans les micro domaines membranaires de type rafts. De 
plus, Lyn joue un rôle dans la prolifération et la survie des LAM, contribuant à l’activation du 
relais mTOR/S6K/4E-BP1, puisque son inhibition induit l’apoptose des cellules primaires 
tandis que sa perte d’expression bloque le pouvoir clonogène des CFU-L. Cependant, les 
mécanismes moléculaires susceptibles d’expliquer la dérégulation de Lyn dans les LAM ne 
sont pas connus, mais ils semblent d’autant plus intéressant à décrypter vu son rôle négatif sur 
l’hématopoïèse myéloïde physiologique (Xu et al., 2005b).   
Au cours de notre étude, nous n’avons pas évalué le taux d’ARN messager de Lyn dans les 
échantillons primaires, bien que les travaux de Contri sur les LLC ne montrent aucune 
différence entre le messager des cellules normales et pathologiques (Contri et al., 2005). 
Ainsi, à la différence des progéniteurs normaux, le fort niveau d’expression de la protéine Lyn 
observé dans les LAM pourrait rendre compte d’une transcription accrue du gène, ou alors 
d’une augmentation de la stabilité du messager, même si rien n’est connu aujourd’hui.  
On peut donc imaginer plusieurs mécanismes susceptibles d’expliquer l’activation 
constitutive de Lyn dans les LAM. 
 
1. Dérégulation et rôle de Lyn dans les LAM 
a). Rôle de Lyn en tant qu’oncogène 
 
La première question que nous nous posons est de savoir si Lyn est oncogénique dans les 
LAM. Une communication orale à l’ASH en 2007 (Tanaka H et al) tend à démontrer pour la 
première fois un rôle majeur de Lyn dans le processus d’oncogenèse, plus particulièrement 
dans la pathogenèse des syndromes myéloprolifératifs chroniques et dans la myélofibrose. En 
effet, les auteurs ont identifié chez un patient atteint de leucémie chronique à éosinophile 
évoluant rapidement vers une leucémie aiguë une nouvelle translocation chromosomique 
impliquant Lyn et TEL, t(12 ;8(p13 ;q11q21), qui conduit à activer de manière constitutive 
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Lyn par oligomérisation. De façon intéressante, la transplantation de CSH infectées par le 
transgène Lyn-TEL dans des souris léthalement irradiées conduit à une neutrophilie marquée, 
une splénomégalie et une fibrose de la MO qui se traduit in fine par la mort de l’animal 6 
semaines post-transplantation. Ces résultats établissent pour la première fois qu’une forme 
réarrangée constitutivement active de Lyn est un puissant oncogène. Dans ce contexte, il 
apparaît fondamental de travailler dans un modèle murin de sorte à évaluer le rôle de Lyn 
dans la leucémogenèse. Pour ce faire, nous envisageons dans un premier temps de transduire 
des CSL de patients triées sur la base des marqueurs CD34+ CD38- CD123+ avec un vecteur 
lentiviral ciblant Lyn (shRNA) et disponible au laboratoire. Par la suite, la prise de greffe de 
ces transgènes dans des souris NOD/SCID sera entreprise. Ces résultats pourraient permettre 
de démontrer le rôle de Lyn dans les processus de leucémogenèse. 
 
b). Régulateurs positifs et négatifs de Lyn 
 
La littérature nous permet de constater que plusieurs régulateurs négatifs de Lyn sont 
modifiés dans leur expression ou leur activité dans les LAM. A titre d’exemple, il a été 
montré que le promoteur de la tyrosine phosphatase SHP-1 est hyperméthylé dans environ 
11% des cas de LAM, tandis que SOCS1 (Suppressor Of Cytokine Signaling), qui inhibe de 
façon séquentielle l’activité et l’expression de Lyn en induisant sa dégradation dans les 
cellules érythroïdes (Ingley et al., 2006), présente une méthylation aberrante de son promoteur 
dans 72% des cas testés (Brakensiek et al., 2005; Johan et al., 2005; Watanabe et al., 2004a; 
Watanabe et al., 2004b). Ainsi, il serait très intéressant d’analyser l’activation de Lyn dans les 
cellules primaires après traitement par des agents déméthylants comme le 5-Azacytidine et le 
2′-déoxy-5-azacytidine (décitabine), permettant de réinduire l’expression des protéines SHP-1 
ou SOCS1. Dans le cas ou l’agent déméthylant inhiberait l’activation de Lyn, la surexpression 
ectopique de SHP-1 et SOCS1 pourrait être analysée. De plus, il a été décrit que certaines 
enzymes impliquées dans la méthylation des ilots CpG concentrés au niveau des régions 
promotrices des gènes sont surexprimées dans les LAM, notamment la DNA 
méthyltransférase1 (DNMT1) (Mizuno et al., 2001; Uchida, 2002). On pourrait donc émettre 
l’hypothèse que Lyn contribuerait à bloquer la transcription de protéines anti-oncogéniques, 
via l’activation/ et ou l’augmentation de l’expression de la DNMT1 de manière directe ou 
indirecte, comme cela a été décrit pour les enzymes DNMT3A et DNMT3B (Shafiei et al., 
2008), ou en agissant sur les complexes protéiques impliqués dans cette répression 
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transcriptionnelle, notamment les HDAC (Histone Deacétylase ou soit les protéines MeCP 
qui lient l’ADN méthylé).  
Dans notre étude, nous n’avons pas mis à jour de corrélation clinico-biologiques entre Lyn et 
l’expression et/ ou la mutation d’un récepteur membranaire particulier, laissant donc la 
question de l’élément initiateur activateur de Lyn en suspend. Cependant, l’activité tyrosine 
kinase constitutive de Lyn semble expliquer le maintien d’un profil global de phosphorylation 
sur tyrosine élevé dans les cellules leucémiques, puisque l’inhibition de Lyn, par des 
approches pharmacologiques et génétiques, affecte de manière drastique ce profil basal de 
phosphorylation. Ainsi, on pourrait imaginer que Lyn exerce une boucle d’auto amplification 
des signaux favorisant les processus de prolifération dérégulés dans les LAM en activant par 
phosphorylation des RTK, comme c-Kit par exemple (Shivakrupa and Linnekin, 2005), ou 
FLT3 puisque Lyn est un composant majeur de la transduction du signal en aval de FLT3-
ITD (Okamoto et al., 2007). Ainsi, dans l’optique de déterminer d’autres cibles moléculaires 
de Lyn dans les LAM, nous allons réaliser en collaboration avec l’équipe du Dr S Roche à 
Montpellier des expériences de phosphoprotéomique sur les cellules KG1 traitées ou non par 
l’inhibiteur PP2 . L’impact de l’inhibition des SFKs sur la phosphoprotéomique quantitative 
de type SILAC devrait permettre de caractériser les cibles de Lyn dans ces cellules.  
 
c). Changement conformationnel et modification de la localisation 
 
Dans l’hypothèse que la conformation particulière de Lyn favoriserait son processus 
oncogénique, des travaux très récents de l’équipe de Donnella-Deana démontrent que la 
fraction active cytoplasmique de Lyn dans les cellules de patients atteints de LLC est 
stabilisée par son association avec la protéine chaperonne HSP90, via son domaine 
catalytique (Trentin et al., 2008). De plus, les auteurs démontrent l’existence d’un 
« Lynosome » composée des protéines SHP-1 et HS-1. La geldanamycine, un composé qui 
interagit et inhibe HSP90, induit la dissociation de ce complexe multi protéique et une 
diminution de l’activité tyrosine kinase de Lyn dans les phases précoces de l’apoptose 
(Trentin et al., 2008). Ainsi, il est raisonnable d’imaginer une interaction Lyn-HSP90 pour 
plusieurs raisons : (i) HSP90 est fortement exprimé dans les cellules primaires de LAM 
indépendamment de la cytogénétique, tout comme Lyn (Flandrin et al., 2008) (ii) un 
traitement des cellules HL-60 par la geldanamycine induit une apoptose dépendante des 
caspases et une diminution de l’expression de c-Src (Nimmanapalli et al., 2003). Dans ce 
contexte, il serait judicieux d’évaluer l’impact de la geldanamycine sur la potentielle 
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interaction Lyn-HSP90 ainsi que sur l’activation de Lyn, de la voie mTOR et plus 
généralement sur la survie et prolifération des cellules de LAM. Cette étude permettrait de 
mieux appréhender les mécanismes moléculaires susceptibles d’expliquer les propriétés 
aberrantes de Lyn dans les LAM.        
 L’activité de Lyn est également régulée de manière critique via la phosphorylation de 
son résidu carboxy terminal Y507 par la tyrosine Csk. Des résultats préliminaires, qu’il nous 
faudra confirmer vu le faible nombre d’échantillons primaires de LAM analysés, nous font 
penser que Csk est présente et active dans les LAM puisque la phosphorylation du résidu 
Y507 a été retrouvée.  
Nous montrons également que Lyn présente une localisation anormale tout autour de la 
membrane plasmique et dans le cytoplasme, alors que dans les cellules normales cette 
protéine est localisée exclusivement dans les micros domaines membranaires particuliers. On 
peut donc se demander si la localisation anormale de cette kinase pourrait être le reflet d’une 
perte de la régulation négative exercée par les protéines Csk et Cbp/PAG au niveau des rafts 
lipidiques, ou si, au contraire, c’est l’activité tyrosine kinase de Lyn qui induirait une 
modification de l’organisation structurale de la membrane plasmique. La question reste 
ouverte.  
 
d). Eventualité de dérégulation par mutations 
 
On pourrait également imaginer que la dérégulation Lyn puisse être le reflet d’une 
mutation activatrice au niveau du résidu catalytique Y396 ou du résidu carboxy terminal 
Y507, bien qu’aucune mutation ne soit décrite à ce jour dans les cancers. Ces mutations 
pourraient contribuer à stabiliser la tyrosine kinase Lyn, en évitant notamment les liaisons 
intramoléculaires, ou à protéger cette protéine d’une régulation négative et d’une dégradation 
par les protéines Csk, SHP-1, Cbl ou SOCS. 
Concernant la phosphorylation de Lyn sur ses deux résidus, nos premiers résultats, qui 
devront être confirmés, pourrait être en accord avec le modèle proposé par Donella-Deana 
(Donella-Deana et al., 1998) qui suggère que la double phosphorylation de Lyn lui confère 
une hyperactivité, et ce malgré la présence d’une liaison intramoléculaire entre la partie 
carboxy terminale phosphorylée et le domaine amino terminal SH2. Cette conformation 
particulière pourrait protéger Lyn de la régulation négative exercée par les kinases et 
phosphatases classiques ou bien pourrait lui permettre d’interagir plus facilement avec ses 
substrats. Ainsi, il sera intéressant d’évaluer et de comparer par cytométrie en flux le statut de 
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phosphorylation de Lyn sur le résidu Y507 dans des progéniteurs normaux CD34+ et dans les 
échantillons primaires de LAM, puisque nous ne pouvons pas exclure qu’il existe deux pools 
de Lyn différentiellement phosphorylés in cellulo. Enfin, deux articles récents démontrent que 
c-Cbl et Cbl-b, deux ubiquitine ligases qui régulent négativement Lyn en induisant sa 
dégradation, sont mutés et inactives dans les échantillons primaires de LAM, notamment en 
aval du récepteur FTL3 (Caligiuri et al., 2007; Sargin et al., 2007).  
 
2. Comment Lyn peut réguler la voie mTOR 
 Dans le but de trouver des régulateurs d’amont de mTOR, nous avions observé que le 
PP2 inhibait constamment les cibles de mTOR dans la lignée KG1 comme dans une cohorte 
importante d’échantillons de patients atteints de LAM, contrairement aux inhibiteurs des 
PKCs et des récepteurs c-Kit, FLT3 et PDGF. De façon originale, cette régulation est 
indépendante de la PI3K, ce qui corrobore les travaux de D. Bouscary (Tamburini et al., 
2008) et de Tuhackova (Vojtechova et al., 2008).       
 Le fait que Lyn intervienne dans le contrôle de la voie mTOR pose la question d’une 
régulation directe de mTOR ou d’une régulation indirecte via l’impact de Lyn sur le statut 
énergétique, métabolique ou nutritionnel. D’un coté, il est possible d’imaginer que Lyn puisse 
réguler directement les acteurs moléculaires classiques agissant en amont de mTOR, tels que 
le complexe TSC1/ 2 ou la GTPase Rheb, qui présentent des séquences consensus de tyrosine 
phosphorylation EEXIYGEIEA pour Lyn. D’un autre côté, on pourrait également imaginer 
que Lyn soit capable d’induire un stress énergétique, qui se traduirait par l’inhibition de la 
protéine AMPK, hypoxique ou oxydatif, qui se traduirait par la production de ROS. A titre 
d’exemple, il est décrit une boucle de rétrocontrôle positif entre Lyn et les ROS, puisque les 
ROS sont capables de promouvoir l’activité de Lyn, en augmentant son autophosphorylation, 
et, en retour, cette TK augmente de manière significative la production de ROS via 
l’activation de la NADPH oxydasse par un mécanisme encore non identifié aujourd’hui (Zhu 
et al., 2006). Enfin, puisque la niche hématopoïétique est caractérisée par un environnement 
oxydatif et hypoxique particuliers, l’impact de Lyn sur le microenvironnement des cellules 
primaires de LAM au sein de cette niche hématopoïétique, n’est pas exclure, et pourrait 
contribuer à la progression leucémique.       
 Par ailleurs, des résultats préliminaires obtenus dans la lignée KG1 suggèrent que la 
tyrosine kinase Syk agirait en amont de la voie mTOR/ S6K/ 4E-BP1, ce qui est en accord 
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avec les travaux du Pr G. Laurent montrant l’activation de mTOR par Syk dans les cellules de 
lymphome folliculaire (Leseux et al., 2006). Ainsi, la question de l’impact de Lyn sur la 
protéine Syk reste ouverte dans les LAM. De plus, il est important de souligner le rôle 
potentiel du relais de signalisation Lyn/ Syk dans le blocage de la maturation caractéristique 
des LAM. En effet, des abstracts publiés à l’ASH en 2007 tendent à prouver que le blocage de 
Syk, grâce à l’utilisation d’un inhibiteur peu spécifique (Picéatannol) et surtout d’un siRNA 
dirigé contre Syk, induit la différenciation des cellules leucémiques. Ainsi, il serait intéressant 
d’évaluer d’une part le rôle de Lyn dans l’activation de la protéine Syk, d’autre part l’impact 
d’une inhibition prolongée de Lyn sur l’état de différenciation des cellules leucémiques. 
 Une autre cible potentielle de Lyn dans les LAM pourrait être la protéine GSK3β, une 
sérine/ thréonine kinase qui régule négativement la voie mTOR après une phosphorylation de 
TSC2 (Inoki et al., 2006). Ainsi, basé sur des résultats préliminaires suggérant que la 
déplétion de Lyn dans les cellules primaires de LAM diminue la phosphorylation inhibitrice 
de GSK3β sur la sérine 9, il est raisonnable de penser que Lyn régulerait négativement 
GSK3β, soit de manière directe par tyrosine phosphorylation, soit de manière indirecte via 
l’activation d’une sérine phosphatase telle que PP2A. L’hypothèse de la régulation croisée 
entre les voies Src/ mTOR et Wnt/ β-caténine est confortée par les travaux de Karni (Karni et 
al., 2005). En effet, les auteurs démontrent que l’activation persistante de c-Src dans des 
cellules CSH12, qui sont des NIH3T3 surexprimant le récepteur chimérique EGFR-HER2, 
induit une augmentation significative de la traduction CAP dépendante médiée par mTOR, 
particulièrement pour les protéines β-caténine, IκΒ ou HIF1α (Karni et al., 2002). Ainsi, on 
pourrait imaginer que ces deux voies de signalisation agiraient de concert pour créer une 
boucle d’amplification, d’une part en favorisant le processus transcriptionnel via la Wnt/ β-
caténine, d’autre part en activant la machinerie traductionnelle via la voie Lyn/ mTOR.  
 Enfin, Lyn pourrait intervenir dans la régulation du taux intracellulaire d’acide 
phosphatidique ou PA, un lipide capable d’activer mTOR en se liant au domaine FRB de 
mTOR situé en carboxy terminal (Fang et al., 2001). Le PA est produit soit par la 
diacylglycérol kinase (DAG kinase) qui phosphoryle le diacylglycérol en PA, soit directement 
par les phospholipases D (PLD1 et 2) qui hydrolysent les phosphatidylcholines. Le 
mécanisme moléculaire d’activation de la voie mTOR par PLD1 et PLD2, tout comme celui 
de l’activation de ces deux enzymes par les SFKs restent à préciser mais ces liens ont été 
décrits à plusieurs reprises (Foster, 2007; Houle and Bourgoin, 1999). De façon intéressante, 
nous avons observé au laboratoire que les patients résistants à la rapamycine ont un taux de 
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PA plus élevé ainsi qu’un fort niveau d’expression de la PLD2, tandis que dans les lignées 
cellulaires, c’est l’activité de la PLD1 qui corrèle avec une résistance à la rapamycine accrue. 
Ces résultats suggèrent une modulation positive de l’activité PLD, ou directement de la DAG 
kinase (Baldanzi et al., 2008), par les SFKs, particulièrement Lyn, afin de favoriser la 
résistance des cellules leucémiques aux inhibiteurs de mTOR.  
Concernant le modèle de leucémogenèse en deux étapes proposé par le Dr Gilliland, mon 
sentiment est que l’activation constitutive de la tyrosine kinase Lyn observée chez tous les 
échantillons de LAM, y compris dans la fraction enrichie en CSL, représente la mutation de 
classe I qui confère un avantage en terme de survie et de prolifération en contrôlant 
notamment les voies mTORC1, STATs et GSK3 (résultats personnels), mais aussi les voies 
MAPK ou PI3K/Akt. L’impact de cette TK sur les mutations de classe II n’est pas à exclure, à 
la vue du rôle probablement clé de Lyn dans la capacité de repopulation à long terme des 
CSH (Orschell et al., 2008). Ainsi, une meilleure compréhension des mécanismes 
moléculaires expliquant la dérégulation de Lyn dans les LAM, ainsi que son rôle putatif dans 
le blocage de maturation des cellules de LAM apparaît réellement intrigante et passionnante. 
 
3. La voie PI3K/Akt dans la biologie des LAM 
Nos travaux montrent que la phosphorylation du résidu Thr 308 d’Akt est élevée dans les 
cellules de patients ayant un caryotype complexe à haut risque comparativement aux autres 
groupes cytogénétiques. L’intensité de p-308 d’Akt représente un facteur pronostic péjoratif 
puisque cette phosphorylation est significativement corrélée avec le risque cytogénétique chez 
ces patients de caryotype complexe à haut risque (chimiorésistance primaire, rechutes 
fréquentes, survie globale médiocre). Le fort niveau de p- Thr Akt 308 observé dans ce sous-
groupe de LAM n’est pas due à des mutations de l’isoforme p110δ (Cornillet-Lefebvre et al., 
2006) majoritairement exprimée dans les blastes leucémiques (Sujobert et al., 2005), ni à des 
mutations de la p110α (Bousquet et al., 2005), ou à une mutation activatrice dans le domaine 
PH d’Akt (E17K) récemment décrite dans les tumeurs solides (Carpten et al., 2007). De plus, 
d’un point de vue moléculaire, le fort niveau de phosphorylation observé chez ces patients est 
corrélé à une diminution d’activité de la protéine PP2A.      
 Nos résultats sur l’activation de la voie PI3K/Akt dans la biologie des LAM sont en 
accord avec les travaux de plusieurs groupes de recherche (Kornblau et al., 2006; Min et al., 
2003; Xu et al., 2003). Il existe un impact négatif de l’activation d’Akt sur le pronostic des 
patients atteints de LAM (survie globale, survie sans rechute). Cependant, contrairement aux 
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travaux de Tamburini (Tamburini et al., 2007) qui démontrent que la phosphorylation d’Akt 
sur le résidu Ser 473 est un facteur de bon pronostic, nous n’avons pas dégagé de corrélation 
clinico biologique pour ce résidu dans notre étude. Ces résultats pourraient en partie 
s’expliquer par une différence du nombre de cas analysés ou bien une différence dans la 
préparation des échantillons leucémiques. En effet, l’équipe parisienne étudie l’activation 
constitutive de la voie PI3K/Akt puisque après avoir privées les cellules en sérum pendant 4 
heures, dans notre cas, nous analysons l’activation de ce relais de signalisation sur des 
patients fraîchement diagnostiqués et prélevés, ou immédiatement après décongélation en 
présence de sérum. Ainsi, les conséquences biologiques de ces deux méthodologies sont 
probablement très différentes.                 
 Par ailleurs, la corrélation entre la phosphorylation d’Akt sur le résidu Thr 308 et le 
mauvais pronostic dans les LAM, à la différence de la Ser 473, a déjà été montré dans certains 
cancers, et pourrait avoir un impact au niveau des cibles d’aval d’Akt. En effet, les travaux de 
Jacinto (Jacinto et al., 2006) démontrent que l’inactivation de mTORC2, par délétion in vivo 
de SIN1, abolit la phosphorylation d’Akt sur Ser 473, mais pas sur Thr 308, suggérant donc 
que les deux résidus d’Akt pourraient être phosphorylés de façon indépendante, et que la 
phosphorylation sur la Thr 308 ne serait pas totalement dépendante d’une phosphorylation 
initiale de la Ser 473. Les auteurs observent également que certains effecteurs d’Akt tels que 
GSK3, TSC2, mTORC1 et S6K1 conservent un niveau de phosphorylation élevé lorsque Akt 
est phosphorylé uniquement sur la Thr 308, tandis que la phosphorylation des FT de la famille 
Foxo nécessite également la phosphorylation de la Ser 473. Ainsi, on peut penser que le 
pronostic défavorable observé chez les patients présentant un fort niveau de phosphorylation 
de la Thr 308 soit le reflet de l’activation aberrante de certaines voies de signalisation aux 
fonctions pro leucémogènes. Cependant, il n’est pas formellement établi qu’Akt phosphorylée 
uniquement sur la Thr 308 conserve sa pleine activité (Alessi et al., 1996a). D’autre part, 
l’inactivation par phosphorylation des facteurs pro apoptotiques Foxo via la Ser 473 d’Akt 
pourrait rendre compte de l’augmentation de la survie, corrélant ainsi avec le facteur de bon 
pronostic observé dans les LAM (Tamburini et al., 2007).      
 Par contre, puisque PI3K et Akt ne semblent pas mutés dans les LAM, on peut 
s’interroger sur le statut des régulateurs positifs et négatifs d’Akt, puisque l’activation de cette 
kinase est finement régulée à différents niveaux (taux intracellulaire de PIP3, statut de 
phosphorylation contrôlé par un jeu de kinases et de phosphatases).                        
  Ainsi, le statut de la kinase PDK1 responsable de la phosphorylation du résidu Thr 
308 (Toker and Newton, 2000b) est peu connu dans les LAM. En effet, bien que PDK1 soit 
Chapitre III                                                                        Discussion générale et perspectives 
     156
retrouvée surexprimé dans environ 45% des cas de LAM (Pearn et al., 2007), son expression 
n’a pas été reportée comme associée à un sous-groupe particulier de LAM. Des résultats 
préliminaires nous laissent penser que l’expression, comme la phosphorylation activatrice de 
PDK1, ne semblent pas varier entre les différents sous-groupes cytogénétiques, suggérant que 
PDK1 ne serait pas impliqué dans le fort niveau de p- Thr 308 Akt des caryotypes complexes. 
De même, le statut du complexe mTORC2 responsable de la phosphorylation d’Akt sur la Ser 
473 (Sarbassov et al., 2005) n’est pas très bien connu dans les LAM. Ainsi, dans les LAM à 
caryotypes complexes, le niveau relativement faible de p-Ser 473 pourrait être le reflet d’un 
défaut d’assemblage du complexe mTORC2, possiblement du à une diminution d’expression 
d’un composant du complexe tel que Rictor, comme cela semble être le cas dans la lignée de 
LAM U937 ou dans certains échantillons primaires (Zeng et al., 2007).   
 D’autre part, le rôle, voire même l’expression de la 3-phosphatase PTEN, qui régule 
négativement l’activation d’Akt en diminuant le taux de PIP3 intracellulaire, reste encore 
sujette à controverse dans les LAM. En effet, les travaux de Xu (Xu et al., 2003) et de 
Grandage (Grandage et al., 2005) suggèrent que l’expression de PTEN est réduite, voire 
absente chez certains malades. Dans notre étude, nous n’observons pas de différence 
significative entre des patients de pronostic intermédiaire et de mauvais pronostic, bien que le 
nombre de malades analysés ne soit pas très important (n=15). Par ailleurs, PTEN est régulée 
par phosphorylation au niveau de sa partie carboxy terminale, ce qui se traduit par une 
diminution de son activité phosphatase (Vazquez et al., 2000). Au cours de notre étude, nous 
n’avons mis en évidence de différence de phosphorylation significative entre des patients de 
mauvais et de pronostic intermédiaires. De plus, il serait intéressant de mesurer le taux de 
ROS intracellulaire qui pourrait être potentiellement élevé dans les caryrotypes complexes et 
qui contribuerait à diminuer l’activité lipide phosphatase de PTEN (Tamguney and Stokoe, 
2007). Enfin, PP2A, un suppresseur de tumeur qui joue un rôle clé dans la régulation de la 
progression du cycle cellulaire, de la transcription et de la traduction génique (Janssens et al., 
2005) notamment en déphosphorylant Akt, semble présenter une activité phosphatase réduite 
dans les caryotypes complexes à haut risque en comparaison des patients de bon et de 
pronostic intermédiaire. Nos résultats sont en accord avec les travaux de Neviani (Neviani et 
al., 2007) qui démontrent également que la perte d’activité de cette enzyme dans les LMC est 
importante pour la transformation leucémique. Il apparaît donc intéressant de traiter les 
cellules de LAM avec le peptide FTY720, un immuno-modulateur capable de restaurer 
l’activité de PP2A et utilisé dans les essais cliniques de phase II pour des patients atteints de 
sclérose multiple. L’impact de ce composé sur l’activité phosphatase de PP2A, sur le statut de 
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phosphorylation d’Akt ainsi que sur le pouvoir clonogène des cellules leucémiques sera 
évalué. De plus, un article récent (Kuo et al., 2008) suggère que la sous-unité B55α de 
l’holoenzyme PP2A est impliquée plus spécifiquement dans la déphosphorylation du résidu 
Thr 308 que dans celle de la Ser 473. Ainsi, la réduction significative de l’activité PP2A 
observée chez les patients à haut risque cytogénétique pourrait être le reflet d’une sous 
expression de la sous-unité B55α,  ou pourrait rendre compte d’une dérégulation d’un 
inhibiteur physiologique de cette enzyme, tel que SET, comme cela est décrit pour les patients 
présentant un réarrangement chromosomique au niveau du locus11q23 (Adler et al., 1997). 
 
Ainsi, mon travail de thèse a donc apporté quelques données supplémentaires dans la 
caractérisation de la biologie des LAM, mais il soulève de nombreuses questions auxquelles il 
sera passionnant et important de pouvoir répondre dans l’avenir. 
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Résumé. En dépit des progrès enregistrés au cours de ces dernières années, le
traitement des leucémies aiguës myéloïdes (LAM) reste insatisfaisant puisque la
probabilité de survie sans maladie à 5 ans est inférieure à 50 % chez l’adulte jeune et
à 20 % chez les sujets de plus de 60 ans, soulignant la nécessité de nouvelles
approches thérapeutiques plus spécifiques. Nous avons récemment montré que la
voie PI3-kinase-Akt-mTOR (mammalian target of rapamycin) est constitutivement
activée dans les cellules leucémiques d’environ 60 % des patients atteints de LAM.
In vitro, un traitement par la rapamycine (inhibiteur spécifique de la kinase mTOR)
empêche la phosphorylation des cibles classiques de mTOR et inhibe la prolifération
des progéniteurs leucémiques sans affecter la pousse des progéniteurs myéloïdes
normaux. Ce travail est à la base d’un protocole clinique évaluant l’intérêt de la
rapamycine dans les LAM du sujet âgé dont les résultats seront discutés dans cette
revue. ▲
Mots clés : leucémie aiguë myéloïde, PI3 kinase
Abstract. Despite important progress in the therapy of acute myeloid leukaemia (AML) most
patients relapse and die from the disease, underlying the need for potent and more specific drugs
for the treatment of this pathology. Recently, we demonstrated that the PI3-kinase-Akt-mTOR
(mammalian target of rapamycin) pathway is constitutively activated in about 60% of AML
patients cells. In vitro, low doses of the specific inhibitor of mTOR, rapamycin, block the
phosphorylation of the classical targets of this kinase and inhibit the proliferation of leukemic
progenitors without affecting the growth of normal haematopoietic progenitors. The results of
this preclinical study led us to investigate the activity of rapamycin in relapsed, refractory, or
poor-risk AML patients. The results of this study will be discussed in the review.▲
Key words: acute myeloid leukaemia, PI3-kinase
L es leucémies aiguës myéloïdes (LAM) représentent ungroupe hétérogène d’hémopathies malignes caractéri-sées par une prolifération monoclonale de progéni-
teurs hématopoïétiques et par une insuffisance médullaire.
Malgré de récentes avancées, leur traitement reste insatisfai-
sant puisque la probabilité de survie sans maladie à 5 ans est
inférieure à 50 % chez l’adulte jeune et à 20 % chez les sujets
de plus de 60 ans, soulignant donc la nécessité de nouvelles
approches thérapeutiques plus spécifiques. L’hématopoïèse
leucémique conserve certaines caractéristiques comparables
à celles de l’hématopoïèse normale. En effet, le clone
leucémique est organisé de façon hiérarchique en trois com-
partiments distincts : 1) un compartiment minoritaire de
cellules souches leucémiques de phénotype immature
(CD34+ CD38- CD123+), les plus résistantes aux agents de
chimiothérapie, pour la plupart quiescentes mais capables
d’auto-renouvellement ; 2) un compartiment plus mature de
progéniteurs leucémiques (CFU-L pour colony forming unit-
leukemia) ayant perdu des capacités d’auto-renouvellement
mais ayant des propriétés clonogènes et de différenciation
limitée ; 3) un compartiment majoritaire de cellules leucémi-
ques bloquées à un stade donné de maturation granulo-
monocytaire [1]. D’un point de vue moléculaire, il est consi-
déré que le phénotype leucémique est conféré à une cellule
souche normale ou à un progéniteur hématopoïétique en-
gagé dans un processus de maturation par l’acquisition d’au
moins deux événements mutationnels [1]. Des mutations
dites de classe I qui affectent des récepteurs à activité tyrosine
kinase (récepteur FLT-3 dans 25-30 % des cas ou c-Kit dans
3-5 % des cas) et/ou des protéines clés de la signalisation
(N-Ras et K-Ras, dans 20 % des cas) conduisent à des signaux
prolifératifs et de survie cellulaire [2]. Elles sont classique-
ment associées à des mutations de classe II impliquant desTirés à part : B. Payrastre
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facteurs de transcription qui interfèrent sur les processus de
différenciation. Ainsi, les cellules leucémiques présentent
certaines voies de signalisation intracellulaire constitutive-
ment actives conduisant à une survie et à une prolifération
accrue (figure 1). Les mécanismes de transduction du signal
impliquant les mitogen-activated protein kinases (MAPK), les
signal transducer and activator of transcription (STAT3 et 5), le
nuclear factor jB (NFjB) ou, comme on va le voir plus en
détail, les phospho-inositides 3-kinases (PI3K) et Akt (PKB)
sont souvent mis en jeux dans les LAM [2].
Voie de signalisation PI3K/Akt/mTOR
Les PI3K, enzymes hétérodimèriques à activité lipide kinase,
composés d’une sous-unité régulatrice (p85) et d’une sous-
unité catalytique (p110), sont d’importants régulateurs de la
croissance, de la prolifération, de l’adhésion et de la survie
cellulaire [3]. Ces enzymes sont regroupées en trois classes (I,
II et III) selon leur structure, leur spécificité de substrat et leur
mécanisme de régulation [3]. Classiquement, les récepteurs
de facteurs de croissance activés recrutent les PI3K de classe
IA (PI3Ka, b et d) via les domaines SH2 de leur sous-unité
régulatrice et les activent. Ces « lipides kinases » catalysent
alors la conversion du phosphatidylinositol 4,5 bisphosphate
en phosphatidylinositol 3,4,5 trisphosphate (PIP3), un second
messager lipidique à l’origine du déclenchement de plusieurs
relais de signalisation intracellulaire. Le PIP3 permet entre
autres le recrutement membranaire des protéines kinases à
domaine PH (pleckstrin homology), 3-phosphoinositide-
dependent-kinase-1 (PDK1) et Akt. Akt est partiellement ac-
tivé par phosphorylation sur le résidu thréonine 308 dans le
domaine catalytique par PDK1 mais son activation complète
requiert une deuxième phosphorylation (sérine 473) dans le
motif hydrophobe, par une PDK2 dont l’identité reste contro-
versée à ce jour. Une fois activé, le proto-oncogène Akt va
réguler, par phosphorylation, de nombreuses cibles. La
sérine/thréonine kinase mTOR (mammalian target of rapamy-
cin) est notamment activée en aval d’Akt dans plusieurs
modèles. En réponse à des signaux prolifératifs tels que les
cytokines ou les facteurs de croissance, mTOR joue un rôle
clé dans la régulation traductionnelle de protéines impli-
quées dans le contrôle du cycle cellulaire (p27, cycline D1,
c-myc, VEGF ou HIF1a) [4, 5]. Pour ce faire, mTOR active
deux protéines majeures de l’induction de la traduction pro-
téique (figure 1). Premièrement, la protéine ribosomale
p70S6K qui est impliquée dans la biogenèse des ribosomes.
Deuxièmement, mTOR phosphoryle 4EBP1 et induit la disso-
ciation de cet inhibiteur du facteur d’initiation de la traduc-
tion eIF4E qui va alors pouvoir induire et augmenter la
traduction CAP-dépendante [4, 5].
Des travaux récents montrent que le module PI3K/Akt/mTOR
est anormalement activé dans 60 % des blastes leucémiques
de patients atteints de LAM [6, 7] et que la PI3Kd est l’iso-
forme majoritairement exprimée dans ces cellules [8]. L’acti-
vation de mTOR fait appel à des mécanismes complexes. Akt
contribue à activer mTOR de manière directe en le phospho-
rylant sur le résidu sérine 2448. De plus, il a été montré
récemment qu’Akt phosphoryle la protéine tuberine (TSC2)
du complexe suppresseur de tumeur TSC1/TSC2 (tuberous
sclerosis complex), ce qui induit la déstabilisation et l’inacti-
vation du complexe. TSC2 ne peut alors plus exercer son
activité de GAP (GTPase activating protein) envers la petite
protéine G Rheb (Ras homolog enriched in brain) qui, sous
forme liée au GTP, active mTOR par un mécanisme encore
mal caractérisé [4, 5]. Des inhibiteurs de PI3K inhibent l’acti-
vation de mTOR dans les LAM mais la relative spécificité de
ces inhibiteurs ne permet pas d’écarter l’implication d’autres
mécanismes de régulation. Les mécanismes moléculaires
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Figure 1. Représentation schématique des voies classiques conduisant à l’activation de mTOR et à ses effets biologiques. L’engagement de
récepteurs membranaires active la PI3K qui synthétise le phosphatidylinositol 3,4,5 trisphosphate, un second messager lipidique qui recrute Akt
à la membrane plasmique via son domaine PH. Akt sera alors phosphorylée par les PDK1 et 2 puis activée. Outre la phosphorylation directe
de mTOR par Akt, l’activation de mTOR fait vraisemblablement appel à l’inactivation de la sous-unité TSC2 du complexe TSC (tuberous
sclerosis complex) par Akt, aboutissant à l’activation de la GTPase Rheb qui, par un mécanisme encore inconnu, va stimuler mTOR. Par ailleurs,
une diminution du rapport ATP/AMP induit l’activation des kinases dépendantes de l’AMP (AMPK) qui vont phosphoryler et activer TSC2. TSC2
actif inhibe mTOR indirectement en maintenant Rheb dans un état inactif, sous forme complexée au GDP.
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conduisant à l’activation de la voie PI3K/Akt et de la kinase
mTOR dans les LAM restent incomplètement définis. Dans ce
contexte, il sera important d’évaluer l’impact potentiel de
l’activation de mTOR indépendante de la PI3K qui pourrait
faire intervenir le statut énergétique (activation des kinases
dépendantes de l’AMP lors d’une diminution du ratio
ATP/AMP) ou nutritionnel (niveau d’acides aminés) souvent
dérégulés dans les cancers [4].
Ciblage pharmacologique de mTOR
dans les LAM
Des inhibiteurs sélectifs des isoformes de PI3K et d’Akt sont
actuellement en développement et, pour certains d’entre eux,
en évaluation préclinique [9]. Par contre, un inhibiteur de
mTOR, la rapamycine, produit de la bactérie Streptomyces
hygroscopicus, est utilisée en thérapeutique comme immu-
nosuppresseur, en particulier dans la prévention du rejet de
greffe de rein. Cette molécule suscite beaucoup d’intérêt
actuellement pour ses propriétés antiprolifératives. La rapa-
mycine se complexe à son récepteur intracellulaire (FKBP12)
et cet hétérodimère se fixe sur mTOR, inhibant ainsi de façon
spécifique son activité kinase. Des données récentes mon-
trent que mTOR existe sous forme de deux complexes multi-
protéiques distincts, tant au niveau structurel que fonction-
nel. Le complexe GbL-mTOR-Raptor (regulatory associated
protein of TOR), appelé TORC1, contrôle la traduction pro-
téique et est sensible à la rapamycine. Par contre, le com-
plexe GbL-mTOR-rictor (rapamycin insensitive component of
TOR), appelé TORC2, pourrait être impliqué dans le contrôle
de l’organisation du cytosquelette et est insensible à la rapa-
mycine [10].
Les blastes leucémiques présentant une activation soutenue
du relais PI3K/Akt/mTOR montrent une sensibilité très aug-
mentée aux inhibiteurs de ces kinases, en particulier à la
rapamycine. Ainsi, un traitement par la rapamycine : 1) em-
pêche la phosphorylation des deux cibles classiques de
mTOR (p70S6 kinase et 4E-BP1), 2) inhibe la prolifération des
progéniteurs leucémiques in vitro, et 3) n’affecte que modé-
rément les progéniteurs myéloïdes normaux. In vitro, l’effet
de la rapamycine est principalement cytostatique. Ces résul-
tats précliniques encourageants ont été à l’origine d’un essai
pilote qui a démontré l’intérêt de la rapamycine dans le
traitement des LAM du sujet âgé en impasse thérapeutique
[6]. Obtenus avec la rapamycine seule, ils ouvrent des pers-
pectives intéressantes, notamment l’utilisation de cette molé-
cule (ou de ses dérivés tels que le CCI779 ou le RAD001) en
association avec certains agents cytotoxiques utilisés en chi-
miothérapie. Un travail récent montre un puissant effet poten-
tialisateur de la rapamycine sur la réponse des cellules de
LAM à l’étoposide [11].
Conclusions et perspectives
Les stratégies thérapeutiques ciblant spécifiquement des pro-
téines clés de la signalisation intracellulaire sont en dévelop-
pement rapide et les inhibiteurs disponibles pour ce type de
thérapies sont en augmentation. Leur utilisation suppose de
pouvoir identifier rapidement les acteurs dérégulés chez cha-
que patient. Une meilleure compréhension des mécanismes
moléculaires contribuant à activer de manière aberrante
mTOR dans les LAM pourrait donc permettre la mise à jour de
nouvelles cibles thérapeutiques dans le traitement de cette
pathologie. Il est vraisemblable que des stratégies thérapeu-
tiques associant plusieurs inhibiteurs de protéines clés de la
signalisation dérégulées dans les LAM, notamment de la voie
PI3K/Akt/mTOR [5], devront être envisagées. Mieux com-
prendre les mécanismes de résistance à la rapamycine qui se
font jour reste également un enjeu important ainsi que la mise
en évidence de marqueurs diagnostiques permettant de sélec-
tionner les patients susceptibles de bénéficier de ce traite-
ment. ▼
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Abstract 
Plk1 is a major mitotic regulator over-expressed in many solid tumors. Its role in 
hematopoietic malignancies is still poorly characterized. Here we investigate its protein 
expression and its function in acute myeloid leukemia. We demonstrate that Plk1 is over-
expressed in leukemic cell lines, as well as in a majority of samples from patients with AML. 
A pharmacological inhibitor, BI2536, blocks proliferation and induces apoptosis in 
established cell lines, and dramatically inhibits the clonogenic potential of primary cells from 
patients. Plk1 knock-down by siRNA had similar effects in leukemic cell lines and in primary 
cells from patients. Interestingly, normal primary hematopoietic progenitors are less sensitive 
to Plk1 inhibition than leukemic cells, which proliferation is dramatically decreased by the 
inhibitor. We also established a functional link between Plk1 and the mTOR kinase pathway. 
Indeed, BI2536 as well as siRNA-mediated Plk1 down-regulation decrease the 
phosphorylation of mTOR substrates in AML cells. Conversely, expression of active Plk1 in 
HCT116 cells activates the mTOR pathway in a dose dependent manner. Moreover, inhibition 
of mTOR with rapamycin leads to Plk1 down-regulation in AML cells, suggesting that Plk1 
overexpression is dependent on the mTOR pathway in these pathologies. Altogether, our data 
suggest a link between Plk1 over-expression in AML and the mTOR pathway. Thus, Plk1 
appears as a potentially interesting therapeutic target for the treatment of AML.  
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Introduction 
Polo-like kinases are key regulators of cell cycle progression, with established functions 
during G2/M transition and checkpoint, and during various mitotic steps like spindle 
assembly and cytokinesis (for reviews, see Barr et al.1 and Van de Weerdt et al.2). There are 4 
members of the family identified so far in mammalian cells (Plk1-4), with distinct and 
sometimes opposite functions. While Plk1 is essentially involved in the above indicated 
mitotic steps, the Plk2 and Plk3 members of the family have been also described as potential 
regulators of the G1 and early S phase of the cell cycle.3 Among the important established 
substrates of Plk1 are the mitotic regulators Cyclin B, CDC25C phosphatase, Wee1 kinase 
and Emi1. Phosphorylation of Emi1 by Plk1 leads to its proteasomal degradation and 
subsequent activation of the APC-C mitotic functions.  
Plk1 is over-expressed in many types of tumors (for a review see Takai et al.4) including 
melanoma, lymphoma and carcinoma, but the molecular mechanism(s) leading to this 
elevated protein level remain(s) undefined. The regulation and the function of Plks in 
hematological malignancies are poorly documented, and it mostly concerns the over-
expression of the protein in lymphomas5. Importantly, cells over-expressing Plk1 loose their 
contact inhibition properties and can form tumors in mice, further reinforcing the idea that 
this protein may be involved in the tumorigenesis process (for a review see Eckerdt et al.6). 
The expression status of the other members of the family in cancers is poorly documented. 
Plk3 level appears down-regulated in various neoplasic tissues7 although it was also described 
as an inducer of S phase entry8, and epigenetic inactivation of Plk2,9 but not Plk3, was 
described in hematological malignancies suggesting a tumor suppressor function for this 
member.  
Due to its mitotic function and its over-expression in cancers, Plk1 has been extensively 
described and studied as a potential therapeutic target during the last few years.10 
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Consequently, pharmacological inhibitors of this kinase have been developed and tested for 
their effect on cultured cancer cells as well as on in vivo models. The two most recently 
described molecules of this series, ON0191011 and BI253612 were found to drastically affect 
cell proliferation and to induce apoptosis of cancer cells, leading to tumor regression in 
various xenograft models.  
Acute myeloid leukemia represent a group of malignant hematopoietic pathologies 
characterized by concomitant differentiation arrest and deregulated over-proliferation process 
(for a review see Frankfurt et al.13). Although many mutagenic events leading to one or the 
other of these two phenotypes have been described for many years, the signal transduction 
networks activated downstream of these initial mutations are still under investigation. The 
PI3K/Akt and mTOR pathways are often found over-activated in these pathologies, and the 
characterization of its different components as potential therapeutic targets in AML is 
currently under study in different laboratories.14,15 Consequently, we, and others recently 
described the mTOR kinase as a potential interesting therapeutic target in AML.16,17 This 
pathway is over-activated in a majority of AML cell lines and primary samples, and its 
inhibition by the mTOR specific inhibitor rapamycin leads to robust growth inhibition. The 
clinical studies following these results indicate that rapamycin can have an anti-leukemic 
activity in certain patients with AML, and could be used in combination with cytotoxic 
compounds during the treatment. 
Although the over-activation of signal transduction pathways has been frequently studied, less 
attention has been paid to the status of cell cycle regulators in these pathologies. In fact, the 
regulation and the implication of these proteins during normal hematopoiesis remain largely 
unknown. The most documented cell cycle protein in AML is cyclin A1, that was found 
frequently over-expressed, and whose high expression was associated with reduced overall 
survival prognostic.18 Furthermore, transgenic over-expression of cyclin A in mice was 
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reported to induce acute leukemia,19 and abnormal cytoplasmic localization of the protein was 
also observed in AML cells.20 Interestingly, a PI3K/Akt pathway-dependent cytoplasmic 
mislocalization of another G1/S regulator, the CDK inhibitor p27Kip1, was also reported in 
AML, and this phenotype was associated with poor prognostic.21 Recently, the Aurora A 
kinase, a mitotic regulator sharing some functional properties with Plk1, was also found over-
expressed in leukemia, and its pharmacological inhibition was described to cause growth 
arrest and apoptosis.22 Inhibiting Aurora B also induced sensitization for tubulin 
depolymerizing agents and topoisomerase II inhibitors in AML cells.23
In this work, we investigated the status of the mitotic regulator Plk1 in AML cells. We 
describe an over-expression of this protein in cell lines and in a large percentage of primary 
samples from patients with AML. We also demonstrate that its pharmacological inhibition 
blocks proliferation and induces apoptosis of the leukemic cells more efficiently than it does 
with normal hematopoietic cells. Finally, we show a reciprocal cross-talk between the mTOR 
pathway and Plk1. 
 
Material and methods 
Cells and reagents 
Fresh AML samples were obtained from patients diagnosed at the Department of 
Hematology, Toulouse University Medical Center (France), after informed consent. The 
institutional review board of the Hôpital Purpan, Toulouse, France, approved the study. AML 
cells were isolated from bone marrow by Ficoll-Hypaque density-gradient centrifugation and 
were cryopreserved in Iscoves modified Dulbecco medium (IMDM) with dimethyl sulfoxide 
(DMSO, 10% final concentration) and fetal calf serum (FCS, 50% final concentration). The 
percentages of leukemic cells after Ficoll separation were between 60% and 100%. 
Leukemias were characterized by morphology (French-American-British classification), 
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karyotype, immunophenotyping, and FLT3 gene mutations of the internal tandem duplication 
(FLT3-ITD) and activation loop (D835Mt). Normal cord blood CD34+ were from Stem Cells 
Biotechnologies. The human leukemic cell lines KG1, KG1a, U937, HEL, HL60 and UT7-
Epo and the colon carcinoma cell line HCT116 were purchased from American Type Culture 
Collection (ATCC; Rockville, MD). KG1 and KG1a were cultured in IMDM containing 20% 
FCS; U937, HEL and HL60 were cultured in RPMI 10% FCS; UT7-Epo were cultured in 
MEM 10% FCS and 1 UI/L Erythropoietin and HCT116 were cultured in MEM 10% FCS. 
All these cell lines were grown in a humidified CO2 incubator (5% CO2, 37°C). HCT116 
cells were transfected with pcDNA6/TR plasmid from Invitrogen (Carlsbad, CA) and 
HCT116-T-Rex were selected with Blasticidine (20 µg/mL). Then, HCT116-T-Rex cells were 
transfected with pcDNA5/TO/Plk1-S137D, and selected with Hygromycin (200 µg/mL). The 
induction of Plk1 expression was performed by addition of Doxycycline (10 ng/mL).  
Rapamycin was purchased from Sigma (St Louis, MO) and the Plk1 inhibitor BI2536, 
designed and developed by Boehringer-Ingelheim (Germany) was synthesized as described in 
a patent (wo 2004/076454 AI). All these inhibitors were dissolved in DMSO, and stored at -
20°C.  
 
In vitro differentiation of normal progenitors CD34+ and liquid culture of AML primary cells 
Normal CD34+ cells were cultured in IMDM containing 10% FCS supplemented of SCF (100 
ng/mL), IL-3 (5 ng/mL), FLT3 ligand (100 ng/mL) and GM-CSF (10 ng/mL). Cells were 
initially seeded at 0,5 million/mL, and diluted with fresh medium each two days. Viability 
was assessed by trypan blue staining. Expression of the differentiation markers (CD34, and 
CD11b) was assessed by flow cytometry (200 000 cells used). AML cells from patients where 
cultured in the same conditions in experiments where liquid culture proliferation experiments 
were performed. 
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Western blotting 
For Western blot (WB), 0.5x106 cells were resuspended, washed 2 times in cell culture 
medium without serum and denatured in Laemmli sample buffer for 5 minutes at 100°C. 
Proteins were resolved by polyacrylamide sodium dodecyl sulfate gel (SDS-PAGE) and 
transferred onto nitrocellulose (membrane Hybond-C super; Amersham Pharmacia Biotech, 
Piscataway, NJ) using a liquid transfer apparatus (Amersham Pharmacia Biotech). The 
membrane was blocked 1 hour at room temperature in Tris [tris (hydroxymethyl) 
aminomethane) – buffered saline (TBS) containing 5% BSA]. The proteins were detected by 
blotting overnight with the appropriate monoclonal or polyclonal antibodies in TBS, 0.1% 
Tween, 5% BSA, followed by incubation with either anti–mouse or anti–rabbit 
immunoglobulin G (IgG) antibody coupled to horseradish peroxidase. Detection was achieved 
using a chemiluminescent probe (ECL; Amersham Pharmacia Biotech). Antibodies used 
were: anti–phospho–4E-BP1 (Thr70), anti-phospho-S6-ribosomal protein (Ser235/236), anti–
4E-BP1, anti-S6-ribosomal protein and anti-Wee1 from Cell Signaling (Beverly, MA); anti-
Plk1 from Invitrogen and Horseradish peroxidase–conjugated secondary antibodies against 
mouse and rabbit immunoglobulins were from Cell Signaling.  
 
Small interfering RNA experiments 
KG1, U937 and primary AML cells were transfected using the Amaxa nucleofection 
technology (Amaxa, Koeln, Germany). Briefly, cells were resuspended in Amaxa solution (kit 
R for KG1 and kit V for U937 and primary cells) following the Amaxa guidelines for cell 
lines. Leukemic cells (2 x 106) in 100 µl of Amaxa solution were mixed with 3µg siRNA 
smartpool Plk1 or with 3µg siRNA control (Dharmacon Inc., Lafayette, CO) and immediately 
nucleofected with an Amaxa Nucleofector apparatus (program V-01 for KG1 and U937 cells, 
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and U-15 for primary cells from patients). Cells were then immediately transferred into wells 
containing 37°C prewarmed culture medium in 6-well plates and cultured from 24 to 72h for 
further analysis, or added to 300 μL of prewarmed culture medium for clonogenic assays.  
 
Clonogenic assays 
Isolated primary AML and KG1 cells were adjusted to 1x105 cells/mL final concentration and 
grown in H4230 Stem Cell Technologies methyl cellulose medium (Stem Cell Technologies, 
Vancouver, BC) supplemented with 10% 5637-conditionned medium (CM) as a stimulant 
(5637 is a bladder carcinoma cell line secreting GM-CSF, granulocyte colony-stimulating 
factor, IL1beta, macrophage colony-stimulating factor, and SCF)24 and increasing 
concentrations of BI2536 (0, 1, 10 and 100 nM). The cells were then plated in 35-mm Petri 
dishes in duplicate and incubated for 7 days in a humidified CO2 incubator (5% CO2, 37°C). 
At day 7, the leukemic colonies (more than 20 cells) and clusters (more than 5 cells) named 
CFU-L (Colony Forming Unit –Leukemia), were scored under an inverted microscope.  
Fresh normal bone marrow CD34+ hematopoietic cells were harvested from healthy 
volunteers after informed consent, and positive selection of CD34 expressing cells was 
achieved by the means of immuno-magnetic separation column (Miltenyi Biotech, Germany). 
The purity of CD34+ cells reached 85 to 98% according to flow cytometry analysis. The cells 
were washed twice in IMDM medium with 10% FCS and resuspended at a concentration of 7 
x 103/mL in Stem Cell Technologies methyl cellulose complete media H4230, supplemented 
with 10% 5637-CM (colony-forming unit–granulocyte macrophage [CFU-GM] growth); 
H4435 (colony-forming unit-monocyte [CFU-M] growth) and H4535 (burst-forming unit–
erythroid [BFU-E] growth). BI2356 was added at concentration of 1, 10 and 100 nM. The 
cells were then plated in 35-mm Petri dishes and incubated in a humidified CO2 incubator 
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(5% CO2, 37°C) for 14 days. Colonies (more than 50 cells) were then scored under an 
inverted microscope.  
 
Apoptosis detection 
Usually, 2x105 cells were incubated 24 hours in 96-well flat-bottomed plates with or without 
increasing doses of BI2536. After incubation, cells were washed twice with cold PBS 
(without Ca2+ and Mg2+), followed by addition of 5 μl of propidium iodide and 5 μl of 
Annexin V-FITC (BD PharMingen, San Diego, CA). Cells were also incubated for 15 min at 
room temperature in the dark. The percentage of apoptotic cells was assessed by flow 
cytometry (EPICS XL-MCL; Beckman Coulter, Villepinte, France).   
 
Proliferation assay and cell cycle analysis 
KG1 and U937 cells (2x105) were incubated in 96-well flat-bottomed plates with or without 
increasing doses of BI2536 for 4 days. Cell viability was quantified by di-Methyl-Tiazol- 
Tetrazolium (MTT) assay (Sigma). For cell cycle analysis, KG1 and U937 cells were cultured 
in liquid culture alone or with increasing doses of BI2536 for 24 hours then processed for cell 
cycle analysis. Briefly, cells were washed in phosphate-buffered saline (PBS; NaCl 7.6 g/L; 
Na2HPO4 0.7 g/L; KH2PO4 0.2 g/L) with 5.5 mM glucose at 4°C and fixed in 70% ethanol 
overnight at 4°C. Cells were then resuspended in 1 mL PBS containing 50 μg/mL propidium 
iodide and 100 U/mL RNAse A and incubated for 30 minutes at room temperature. The DNA 
content was monitored by flow cytometry (EPICS XL-MCL; Beckman Coulter, Villepinte, 
France).  
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Results 
Plk-1 is over-expressed in AML cells 
We investigated the presence of the Plk1 protein by western blot analysis in several cell lines 
and primary cells from patients with AML. As shown in figure 1A, all AML cell lines tested 
expressed significant levels of this protein, except for the HL-60 cells. In our study, we will 
use the U937 and KG1 cell lines as two representative model systems of AML. Transfection 
of the KG1 cell line with siRNA against Plk1 dramatically decreased the level of the protein 
(Figure 1B), confirming its identity and defining an efficient molecular approach to 
investigate its function. 
To evaluate the protein levels of Plk1 in primary AML samples, we used CD34+ immature 
hematopoietic cells from umbilical cord blood as controls. High levels of the protein were 
detected by western blot in crude extracts of blasts from of a majority (10/13) of patients with 
AML, while Plk1 was hardly detectable in these conditions in normal CD34+ cells (Figure 
1C). No correlation was found between these high Plk1 levels and FAB or cytogenetic 
parameters (Table 1). Importantly, both the leukemic blasts from patients and the normal 
CD34+ cells used in these experiments are essentially non proliferating cells.  
Altogether these data demonstrate that abnormally high levels of the Plk1 protein are present 
in about 70 % of the AML samples tested, and suggest that this high expression is 
independent of the proliferation state of these cells. When normal CD34+ were induced for 
proliferation and differentiation with hematopoïetic cytokines (SCF, IL-3, GM-CSF and Flt3 
ligand), the Plk1 protein expression was significantly increased (not shown). 
 
Effects of a PLK inhibitor on leukemic cell lines 
We took advantage of the recently described specific pharmacological inhibitor of Plk1,12 
BI2536, to evaluate the function of this kinase on the proliferation and clonogenicity of the 
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AML cell lines. The proliferation potential of U937 and KG1 cell lines was tested in the 
presence of increasing concentrations of this inhibitor. We first tested the capacity of BI2536 
to inhibit Plk1 in KG1, previously characterized to be resistant to genotoxic agents and 
displaying high multidrug resistance (MDR)-related P-glycoprotein (P-gp) activity25 and in 
two additional AML cell lines (U937 and HEL). As shown in figure 2A, the protein level of 
Wee1, a substrate of Plk1 degraded by the proteasome following its phosphorylation by this 
kinase, was increased upon treatment of cells with 1 nM of BI2536, and this effect was 
increased with 10 nM of the inhibitor. These data demonstrate that pharmacological inhibition 
of Plk1 is efficient in AML cell lines. We then tested the effect of this inhibition on the 
clonogenic potential of KG1 cells. As shown in figure 2B, as less as 1 nM of the inhibitor 
reduced by 50% this clonogenic potential, while 10 nM completely blocked the formation of 
clones. The effect of this inhibitor on U937 and KG1 cells proliferation in liquid culture was 
also tested (Figure 2C). A dramatic effect on cell proliferation was detected with 10 nM of 
BI2356. As already observed with other drugs, the KG1 immature cells were more resistant 
than U937 cells. As a comparison, the effects of rapamycin, a cytostatic compound well 
known to block the proliferation of these leukemic cells, are shown. To definitly prove the 
role of Plk1 in KG1 cells proliferation, we transfected them with the Plk1-targeted siRNA and 
evaluated their proliferation potential. As shown in figure 2D, this led to a complete 
suppression of cell proliferation, and the induction of cell death as judged by trypan blue 
staining and cell counting (not shown).  
To further precise the mechanism(s) of this inhibition, cell cycle analysis of U937 and KG1 
cells was performed in the presence of the inhibitor (Figure 3A). At 10 nM, the inhibitor 
induced a modest accumulation of U937 cells in G2/M with a concomitant drop of the G1 
population, while no significant change was observed for the KG1 cells. At 20 nM for U937, 
and 50 nM for KG1 cells, a clear accumulation in G2/M was observed, although about half of 
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the cells were blocked in G1. This G1 and G2/M block was maintained after 48 hours of 
treatment in KG1 cells, while a more complex cell cycle distribution was observed for U937 
cells after that time, probably due to cell death. As a control, rapamycin induced a G1 block 
as already described in this model. To confirm these results, KG1 cells were treated with 
siRNA against Plk1, and further analyzed for their cell cycle distribution (Figure 3B). G1 and 
G2/M accumulation of these cells was observed in these conditions, confirming the effect 
observed with the pharmacological inhibitor. We then investigated whether Plk1 inhibition 
induced cell death in leukemic cell lines. U937 and KG1 cells were treated with increasing 
concentrations of BI2536 for 48 hours, and the induction of apoptosis was followed by 
Annexin V staining (Figure 3C). Apoptosis was essentially detected in the presence of 100 
nM BI2536 in both cell lines, but moderate cell death was already detectable in U937 cells 
with 10 nM of the inhibitor. Western blot analysis of PARP cleavage in these cells confirmed 
these results (not shown). Altogether these data suggest that, in leukemic cell lines, inhibiting 
Plk1 primarily leads to cell cycle arrest. However at high concentration of BI2536 (100nM), 
apoptosis occurs.  
 
Effects of Plk1 inhibition on primary hematopoietic progenitors and leukemic cells. 
We then investigated the effects of Plk1 inhibition in primary cells from patients with AML.  
As shown in figure 4A, 1nM of BI2536 reduced by 40% the clonogenic potential of these 
primary leukaemic cells, while 10 nM of the drug reduced this potential by about 65%. To 
confirm that Plk1 inhibition was actually responsible for this reduced clonogenic capacity, 
AML cells from patients were treated with specific siRNA against Plk1, and further tested in 
clonogeny. As shown in figure 4B, siRNA treated cells were dramatically decreased in their 
capacity to induce colonies, confirming the essential role of Plk1 for this function. By 
comparison we studied the effect of BI2536 on the capacity of normal CD34+ hematopoietic 
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progenitor cells (HPCs) to generate granulo-monocyctic (CFU-GM), erythroid (BFU-E) and 
monocytic (CFU-M) colonies. No significant change in the number of colony forming CFU-
GM was observed in the presence of the inhibitor, while CFU-M and BFU-E were moderately 
affected (Figure 4C). As observed with AML samples in panel A, 100 nM of this inhibitor 
completely blocked any colony formation. 
To further precise the effects of BI2536, we tested the proliferation of normal CD34+ 
progenitors and of primary cells from AML patients in liquid culture. For this purpose, CD34+ 
normal cells and primary cells from patients were maintained in culture in the presence of 
SCF, IL-3, Flt3 ligand and GM-CSF. Their proliferation and differentiation states were 
monitored by cell counting and flow cytometric detection of the CD34 and CD11b markers, 
respectively.  As shown in figure 5A, the proliferation of normal cells was not affected by the 
presence of the Plk1 inhibitor, while the proliferation of leukemic cells from patients (Figure 
5B) was totally inhibited with 10 nM of this compound. As in figure 4, 100 nM of the 
inhibitor completely suppressed the presence of any normal or leukemic cells (not shown), 
probably through inducion of massive cell death (see later).  
In order to further define this proliferation inhibition, we measured BI2536-dependent 
apoptosis induction in primary differentiating CD34+ normal progenitors. The results shown 
in figure 5B show that these cells are largely insensitive to 10 nM of the inhibitor in terms of 
apoptosis. In the presence of 100 nM of BI2536, we observed apoptosis induction in normal 
(Figure 5C) and leukemic primary cells (not shown). As indicated before, the Plk1 protein 
was detectable by western blot in these normal cells (not shown). Altogether these data 
confirm that inhibition of Plk1 with 10 nM of BI2536 blocks the proliferation of AML cells, 
while not affecting the behavior of normal haematopoietic cells. Higher concentrations of the 
molecule apparently induce similar apoptosis in both cell types.  
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Plk1 functionally interacts with the mTOR pathway 
The Akt/mTOR pathway is often over-activated in AML and was recently characterized as a 
potential therapeutic target.26 Since this pathway regulates the translation and the protein level 
of various cell cycle and proliferation actors, we tested the possibility that mTOR may affect 
the protein level of Plk1 in AML. When U937 and KG1 cells were treated with 10 nM 
rapamycin for a short time (4 hours), a significant decrease of the Plk1 protein level was 
effectively detected by western blot (Figure 6A), suggesting that the mTOR kinase is indeed a 
regulator of the Plk1 protein level in leukemic cells. We then tested the impact of Plk-1 
inhibition on the phosphorylation state of the mTOR substrates or effectors RS6K and 4E-
BP1. As shown in figure 6B, treatment of U937 and KG1 cells with BI2536 significantly 
reduced the phosphorylation state of these two proteins. To confirm these data, siRNA-
dependent down-regulation of Plk1 was performed in KG1 and U937 cells, and the status of 
RS6K and 4E-BP1 phosphorylation was tested (Figure 6C). A marked decrease in the 
phosphorylation of RPS6 and 4E-BP1 was observed in both cell lines. To further analyze this 
relationship, we developed a conditional expression system of a constitutively active mutant 
of Plk1 (S137D), allowing doxycyclin-dependent expression of the protein. As shown in 
figure 7A, this over-expression induced Wee1 down-regulation, a well established hallmark 
of Plk1 activity and functionality. We took advantage of this system to follow the impact of 
active Plk1 over-expression on the phosphorylation state of the RS6K and 4EBP1. As shown 
in figure 7A, when active Plk1 was ectopically expressed, the phosphorylation of mTOR 
substrates was significantly increased, confirming a functional link between Plk1 and this 
pathway. In order to reinforce the physiological relevance of these results, we performed a 
dose-dependent expression of active Plk1 in this model. Figure 7B shows a striking 
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correlation between the expression level of active Plk1 and the level of RPS6 
phosphorylation, further supporting a functional link between these two pathways. 
Altogether, these results demonstrate a functional and reciprocal link between Plk1 activity 
and mTOR signaling, suggesting the existence of a regulation loop between these two 
pathways. 
 
Discussion 
In this work we demonstrate that Plk1 is over-expressed in a majority of AML cells at the 
protein level and plays an important role in the proliferation and the survival of these cells. 
The fact that Plk1 plays a key function in the proliferation of leukemic cells was established 
using two complementary approaches: (i) characterization of Plk1 status in various leukemic 
cell lines and AML clinical samples, (ii) down-regulation of Plk1 with siRNA and a targeted 
small molecule. This is arguably the most detailed study dedicated to the expression and 
function of Plk1 in leukemia. However, two previous studies can be cited to support our 
conclusions. First, it was reported that the natural product β-hydroxyisovalerylshikonin 
inhibited Plk1 and induced apoptosis in U937 cells.27 Second, a more recent study (published 
in Chinese) described up-regulation of Plk-1 both at the mRNA and protein levels in AML 
samples28. These observations fully support our conclusions. We did not observe a correlation 
between Plk1 protein level and the various clinical parameters for each patient, maybe due to 
the small number of patients included in this study. However, Plk1 was recently found over-
expressed in large B-cell lymphoma, and was proposed as an independent prognostic factor 
for these pathologies.29 Whether this is also the case in AML will need further investigations 
on a larger cohort of patients.  
In view of our Plk1 over-expression data, we tested and characterized the effect of the Plk1 
inhibitor BI2536 on AML cells behavior by different methods. This molecule was previously 
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described to inhibit proliferation and to induce apoptosis in various cancer cell lines derived 
from solid tumors,12 but, as far as we know, its activity in AML had never been investigated. 
Here, we reveal the potential of this highly potent Plk1 inhibitor in leukemia and in particular 
in AML. Interestingly, we found that the effects of BI2536 were attenuated in normal 
differentiating hematopoïetic cells, suggesting that the deregulated expression of the protein 
in leukemic cells may account for the higher potency of the inhibitor to inhibit proliferation. 
Interestingly, the clonogenic potential of normal CD34+ cells was less affected by Plk1 
inhibition than the leukemic cells, and this inhibition apparently preferentially affects specific 
lineages. The reason for this lineage-dependent differential effect, that was also observed with 
the mTOR inhibitor rapamycin, suggests different degrees of implication of Plk1 in the 
proliferation of each lineage cell type. It is also not clear why leukemic cells are more 
sensitive to Plk1 inhibition than normal hematopoietic cells, but interestingly this was also 
observed with rapamycin, the specific inhibitor of the mTOR kinase.17 This suggests that 
leukemic cells became somehow abnormally dependent of these kinases for their proliferation 
and for their resistance to different stress.  
Our cell cycle analysis of leukemic cells treated with Plk1 inhibitor suggests an accumulation 
of cells both in G1 and in G2/M. Most of the Plk1 functions described up to now occur during 
mitosis or in G2, and FACS analysis performed on other cell types with Plk1 inhibitors 
essentially describe a G2/M cell cycle arrest. Whether our data reflect a specificity of the 
leukemic and/or hematopoietic cell types, an inhibition of other members of the Plk family 
(like Plk2 and Plk3, described as possible G1 regulators) or a non specific effect linked to the 
inhibition of other not identified kinases remains to be determined. Thus, in AML cells, 
BI2536 appears to primarily induce an accumulation of cells in G1 and G2/M, however at 
high concentrations (100nM) it consistently rapidly (24h) induces apoptosis. 
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Recently, over-expression of the mitotic regulators Aurora A and B was described in AML 
and other types of leukemias.22,23 A specific inhibitor of Aurora B induces growth arrest and 
apoptosis of leukemic cells in vitro and in vivo, and synergizes with tubulin depolymerizing 
or genotoxic agents. Whether this is also the case with Plk1 inhibition will have to be tested, 
since these two families of kinases have some common substrates and somehow related 
functions during mitosis and genotoxic stress response. Interestingly, Aurora B was also 
recently found to interact with mTOR and to consequently affect the G1/S transition.30
One of the most intriguing features of our work is the functional and reciprocal link existing 
between Plk1 and the mTOR signaling pathway. Our data indicate that the abnormally high 
expression of Plk1 in AML may be linked with the constitutive activation of the mTOR 
kinase observed in these pathologies. More surprising were our results suggesting that Plk1 
activity may influence the phosphorylation of mTOR direct or secondary substrates. 
However, this is reminiscent of a recent work describing the direct interaction between Plk1 
and the tuberous sclerosis complex 1 gene product Hamartin.31 Hamartin is an indirect 
negative regulator of mTOR, through a Reb small GTPase-dependent mechanism. The 
authors demonstrate that RNA interference-mediated down-regulation of Plk1 significantly 
inhibits the phosphorylation of mTOR substrates, suggesting that Plk1 may be a regulator of 
this pathway through its interaction with Hamartin. However, immunoprecipitation 
experiments performed in our laboratory did not allow to detect this direct association 
between Plk1 and Hamartin in the leukemic cells, although identical experimental conditions 
as described by Astranadis et al.31 were used (Annelies Renner, unpublished data). These 
data, which argue for a possible function of the mTOR pathway during mitosis, were further 
reinforced by a very recent work describing the involvement of the mTOR signaling network 
in mitotic commitment through the Polo and cdc2 kinases in yeast.32 Since the mTOR 
 18
signaling is often over-activated in AML, a better understanding of this reciprocal link with 
the Plk1 kinase expression and activity would be of outstanding interest in these cells.  
The mechanisms of Plk1 up-regulation in cancer cells remains to be established, and our work 
also opens this question in AML cells. The identified mechanisms influencing the Plk1 gene 
transcription include negative regulation by BRCA1 and pRb family members in response to 
DNA damage,33-35 and positive effects though the Forkhead transcription factor FoxM1 
during normal cell cycle.36 At the post-translational levels, a Chfr ubiquitin ligase-dependent 
proteasomal degradation of Plk1 was described in response to DNA damage,37 and the general 
stability of the protein is dependent on its interaction with the heat shock protein Hsp90.38,39 
Interestingly, heat-shock proteins have been found over-expressed in AML cells,40 and the 
Hsp90 inhibitor geldanamycin appears highly active against AML cells carrying activating 
mutation of the Flt3 receptor.41,42  Distinguishing between these different ways of regulation 
of Plk1 in AML will represent an interesting challenge in the future. 
In conclusion, we demonstrate that the Plk1 kinase is over-expressed in acute myeloid 
leukemia and plays a critical function in the proliferation and the resistance of these cells. We 
also established for the first time a functional link between Plk1 and the mTOR pathway in 
AML. These discoveries open major pharmacological perspectives for the treatment of AML 
with a Plk1 inhibitor, either alone or in combination with a regulator of the mTOR-dependent 
circuitry. They also provide novel ideas to better understand the cross-talk between mitosis 
and the mTOR pathway.  
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Legends to figures 
Figure 1: Analysis of Plk1 expression in AML cells and in normal haematopoietic CD34+ 
progenitors.  
A. Diverse exponentially growing AML cell lines were processed for western blot analysis of 
Plk1. The membranes were stripped and reprobed for actin detection as a loading control. 
Data are representative of 3 independent experiments.  
B. KG1 leukemic cells were transfected with an siRNA against Plk1 and western blot analysis 
was performed with an antibody against this protein.  
C. The level of the Plk1 protein was assessed in normal haematopoietic CD34+ progenitors 
(CD34+), and in primary samples from patients with AML (patients # 1-13). Patient sample # 
1 was used as a standard to allow comparison of Plk1 level between the two membranes. The 
membranes were stripped and reprobed for actin detection as a loading control.  
 
Figure 2: Impact of the Plk1 inhibitor BI2536 on AML cell lines clonogenicity and 
proliferation  
A. In order to check the efficiency of Plk1 inhibition, KG1, U937 and HEL cells were treated 
or not for 4 hours with increasing concentrations (1 and 10 nM) of BI2536. The 
corresponding fractions were then analysed by western blot with an antibody against the 
Wee1 kinase, an established substrate of Plk1. Western blot against actin was used as a 
loading control. Data are representative of 3 independent experiments.  
B. KG1 cells were grown in clonogenic assays in the presence of increasing concentrations of 
BI2536 (Control: black bars; 1nM: grey bars; 10 nM: hatched bars; 100 nM: white bars) 
Colonies were scored at day 7 after seeding. Results are presented as percentage of CFU-L for 
each BI2536 concentration relative to untreated cells and are mean ± SD of 2 independent 
experiments performed in duplicate.  
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C. KG1 and U937 cells were cultured in liquid medium in presence or absence of rapamycin 
10 nM, or with increasing concentrations of BI2536 (1, 10 and 100 nM) for 3 days. Cell 
viability was quantified by MTT assay. Results are mean ± SD of three independent 
experiments performed in triplicate.  
D. KG1 cells were cultured for 3 days after electroporation with Plk1 or control siRNA. 
Every day, the number of viable cells was assessed by trypan blue staining. Results shown are 
representative of 3 independent experiments. 
 
Figure 3: Effects of Plk1 inhibition on cell cycle and apoptosis 
A. KG1 and U937 cells were cultured with different concentrations of BI2536 or with 
rapamycin (10 nM) as a control for 48 hours, and processed for cell cycle analysis at different 
times (24 and 48 hours) as described in materials and methods. The percentage of cells for 
each phase of the cell cycle (G1, S, and G2/M) is indicated for each condition. Results are 
representative of 3 independent experiments.  
B.  KG1 cells were transfected with Plk1 specific siRNA, and further processed for cell cycle 
analysis as in A, 48 and 72 hours after the transfection. 
C.  KG1 and U937 cells were treated with increasing concentrations of BI2536 (1, 10 and 100 
nM) for 48 hours, and analysed for apoptosis induction by Annexin V staining. Results are 
mean ± SD of three independent experiments performed in duplicate. 
 
Figure 4: Effects of Plk1 inhibition on normal hematopoietic CD34+ progenitors and 
AML cell clonogenic potential. 
A. Fresh AML cells were grown in clonogenic assays in the presence of increasing doses of 
BI2536 (black bars, control; grey bars, 1 nM; hatched bars, 10 nM; white bars, 100 nM). 
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Results are presented as percentage of control and are mean ± SD of duplicates from 5 
patients tested.  
B. AML cells from patients were transfected with Plk1 specific or control siRNA, and grown 
in clonogenic assays as in A. According to the AML samples, the efficiency of Plk1 
knockdown varied from 50 to 80% (not shown). Results are presented as percentage of 
control and are mean ± SD of duplicates from 4 patients tested. 
C. Normal CD34+ progenitors were grown for 14 days in similar conditions as in A, in the 
medium indicated in Materials and Methods. Results shown are mean ± SD of two 
independent experiments performed in duplicate. 
 
Figure 5: Effect of Plk1 inhibition on the proliferation  
A. Normal primary progenitors were grown in liquid cultures in the conditions described in 
the Materials and Methods section, and counted each day in the presence of trypan blue. The 
proliferation rate was compared at days 1, 3 and 5 in the presence (1 nM; grey bars and 10 
nM; hatched bars) or the absence (black bars) of B12536. This graph is representative of two 
experiments performed in duplicate.  
B. Same experiment as in A, but performed with primary AML cells from patients. This 
experiment is representative of results obtained with 4 independent patients. 
C. Normal CD34+ progenitors were cultured for 11 days in vitro as described in Materials and 
Methods. At day 5, 7 and 11, cells were collected, cultured for 16 hours in the absence (black 
bars) or in the presence of BI2536 (1 nM; grey bars, 10 nM; hatched bars, 100 nM; white 
bars) and then processed for apoptosis studies using annexinV/PI staining. Results are mean ± 
SD of two independent experiments performed in duplicate.  
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Figure 6: Effect of Plk1 inhibition on the mTOR pathway in AML  
 A. KG1 and U937 cells were cultured alone or in the presence of 10 nM rapamycin or with 
increasing doses of BI2536 (1 and 10 nM) for 4 hours, and then processed for Western Blot 
analysis with an anti-Plk1 antibody. The membrane was stripped and reprobed for actin 
detection as a loading control. Results shown are representative of 3 independent experiments.  
B. KG1 and U937 cells were cultured alone or with increasing doses of BI2536 (1, 10 and 
100 nM) for 4 hours. Cells were lysed and analyzed by western blot with the antibodies 
against phospho-RPS6 and phospho-4EBP1, and with total RPS6, total 4EBP-1 and actin as 
controls. Results shown are representative of 3 independent experiments.  
C.  U937 and KG1 cells were transfected by nucleofection with Plk1 or control siRNA. After 
24 hours of culture, cells were processed for western blot analysis using appropriate 
antibodies against phospho-RPS6, total RPS6 and actin. Results shown are representative of 2 
independent experiments.  
 
Figure 7: Active Plk1 activates the mTOR pathway in HCT116 cells  
 A. HCT116 TRex cells conditionally expressing the Plk1S137D active mutant (see Materials 
and Methods) were treated or not with doxycycline (5ng/ml) for 20 hours in order to induce 
Plk1 expression, lysed, and analysed by western blot using appropriate antibodies for the 
mTOR pathway (phospho-RPS6, phospho-4EBP1, total RPS6 and total 4EBP1) and an 
antibody against Wee1 as a marker of Plk1 activity. Actin was used as a control of protein 
loading. Results shown are representative of 3 independent experiments. 
B. HCT116 TRex cells were processed as in A, except that increasing concentrations of 
doxycycline were used to modulate the levels of Plk1 expression. Western blot analysis of 
Plk1, Phospho-RPS6 and total RPS6 was performed in this case.  
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Table 1: Clinico-biological characteristics of AML patients used in this study. Patients 1-13 
were used for western blot analysis of Plk1 expression in figure 1, and patients 14-19 were 
used for proliferation and clonogeny experiments.  
 
Patient n° Age Sex FAB WBC count 
cells x109
cytogenetic FLT3 
 
ITD     D835 
1  72 2 2 18,9 complex 0         nd 
2  57 2 5 71,6 46XX 1        nd 
3  60 2 2 70 46XX 0         0 
4  41 1 5 34,5 46XY 1         nd 
5  79 2 2 1,4 complex 0         0 
6  62 1 1 128 46XY 1        nd 
7  54 2 4 35,7 inv16 0         nd 
8  41 1 4 57,8 46 XY t(4;16) 0        0 
9  59 2 4 162 46 XX 0         nd 
10  67 1 2 7,6 46XY 0         0 
11  43 1 2 29 t(8;21) 0         0 
12  48 1 2 4,4 complex nd         nd 
13  74 1 1 88 46XY, t(8,22), 5q-, 20q- nd         nd 
14  79 1 5 188 47XY, +(8) 0         0 
15  63 1 4 41 complex 0         0 
16 56 2 1  46XX 1        nd 
17  64 2 1 225 46XX 0         0 
18   2 1 60 46XX 0        nd 
19  67 1 1 7,4 46XY 0         0 
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Les Leucémies Aigües Myéloides (LAM) représentent un groupe hétérogène d’hémopathies clonales 
caractérisées par un blocage de la différenciation du à des remaniements des facteurs de transcription, et par une 
prolifération incontrôlée de cellules leucémiques secondaires à l’activation abérrante de protéines clés de 
transmission des signaux. La voie de signalisation mTOR/S6K/4E-BP1, qui contrôle la traduction protéique, la 
prolifération, la croissance et l’apoptose, est activée constitutivement dans environ 70% des échantillons 
primaires de LAM. L’objectif de ce travail a été d’une part de caractériser les mécanismes moléculaires 
susceptibles de contribuer à l’activation aberrante de ce relais de signalisation et d’autre part d’étudier 
l’implication des tyrosines kinases dans les LAM. En comparaison des progéniteurs hématopoïétiques normaux 
de phénotype CD34+, nous avons démontré que les kinases de la famille Src (SFKs), particulièrement Lyn, sont 
constitutivement activées dans tous les échantillons primaires de LAM, y compris dans la fraction minoritaire 
CD34+ CD38- CD123+ enrichie en cellules souches leucémiques. L’utilisation d’un inhibiteur pharmacologique 
et d’un siRNA dirigé spécifiquement contre Lyn dans des cellules primaires de LAM a permis de démontrer que 
Lyn joue un rôle critique dans la physiopathologie des LAM, et régule notamment l’activité de la voie 
mTOR/S6K/4E-BP1. Ces travaux placent donc Lyn comme nouvelle cible thérapeutique potentielle dans le 
traitement des LAM. Nous avons également étudié l’implication possible de certaines voies de survie pouvant 
être à l’origine de l’activation de mTOR dans les cellules leucémiques, notamment la voie PI3K/Akt comme cela 
est bien documenté dans les tumeurs solides. A la différence des progéniteurs normaux, cette voie est 
anormalement activée dans les LAM comme l’attestent le taux anormalement élevé des produits de la PI3K ainsi 
que le statut de phosphorylation de la kinase Akt sur la thréonine 308 (Thr 308) et sur la sérine 473 (Ser 473). 
Toutefois, le niveau de phosphorylation sur ces deux sites est variable selon les échantillons, et nous avons pu 
mettre en évidence que l’intensité de phosphorylation de la Thr 308 est significativement corrélée à un pronostic 
péjoratif associé aux LAM présentant un caryotype complexe à haut risque cytogénétique. D’un point de vue 
moléculaire, le fort niveau de p-Thr 308 chez ces patients n’est pas du à des mutations du domaine PH d’Akt ni à 
un défaut d’expression/ phosphorylation du régulateur négatif PTEN, mais est corrélé à une diminution de 
l’activité phosphatase de PP2A. L’utilisation d’un nouvel inhibiteur allostérique d’Akt, Akti-1/2, affecte la 
prolifération, le pouvoir clonogène et induit l’apoptose chez les patients de haut risque cytogénétique, suggérant 
qu’Akt représente une cible pharmacologique d’intérêt dans ce sous-groupe de LAM. Nous avons également 
évalué l’intérêt du Dasatinib, inhibiteur de Bcr-Abl, mais aussi les SFKs et c-Kit, dans les LAM à CBF (Core 
Binding Factor). Les LAM à CBF représentent un modèle de leucémogénèse en deux étapes avec un 
remaniement des facteurs transcriptionnels et une fréquence élevée de mutations du récepteur c-Kit associées à 
un mauvais pronostic. Nos résultats démontrent que le Dasatinib inhibe très efficacement le profil élevé de 
tyrosine phosphorylation dans les cellules primaires comme dans la lignée Kasumi-1 représentative des LAM à 
CBF. De plus, ce composé bloque à faible dose la prolifération, la signalisation dépendante de c-Kit et le pouvoir 
clonogène des cellules Kasumi-1 à des doses où il inhibe c-Kit sans affecter les SFKs. Enfin, le Dasatinib lève la 
résistance des cellules Kasumi-1 à l’apoptose induite par la DNR lorsqu’elles sont mises en adhésion sur matrice 
de Fibronectine. L’ensemble de ces résultats caractérise le rôle essentiel de Lyn dans la biologie des LAM et 
ouvre de nouvelles perspectives thérapeutiques via le ciblage pharmacologique de Lyn, de la voie Akt dans les 
LAM à cytogénétique complexe et de c-Kit dans les LAM à CBF. 
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Acute Myeloid Leukemia (AML) is a clonal hematopoietic disorder characterized by an accumulation of 
immature leukemic cells and by a block in differentiation. The molecular basis of AML is thougt to arise at 
the hematopoietic stem or committed progenitors level by the acquisition of at least two types of crucial 
cooperating mutations. Class I mutations, affecting receptor tyrosine kinases and key components of 
signalling pathways, conferring growth and proliferative advantages, are associated with class II mutations 
affecting transcription factors, leading to impaired normal differentiation program. The signalling pathway 
mTOR/S6K/4E-BP1, involved in the control of translation, growth and apoptosis, is found constitutively 
activated in about 70% of primary leukemic samples. The aim of this study was first to characterize the 
molecular mechanism of this constitutive activation patwhay and second to check tyrosine kinases 
involvement in AML. Compared to normal hematopoietic progenitors CD34+, we have shown that Src 
kinases family members (SFKs), especially Lyn, are constitutively overactivated in all primary leukemic 
samples tested, including the small contingent of CD34+ CD38- CD123+ cells which is thought to be the 
leukemic stem cell compartment. By using pharmacological and siRNA approaches, we were able to 
demonstrate that Lyn plays a major role in the AML pathophysiology, at least by regulating the 
mTOR/S6K/4E-BP1pathway activity. This work establishes Lyn kinase as a relevant new therapeutic target 
in the treatment of AML. Then, we assessed the putative implication of several transduction pathways 
acting upstream of mTOR in AML, especially the PI3K/Akt patway as it has been largely described in solid 
tumors. Compared to normal hematopoietic progenitors, the PI3K/Akt pathway is strongly activated in 
AML as we found a high level of the PI3K products and the phosphorylation status of Akt on both 
threonine 308 (Thr 308) and serine 473 (Ser 473) residues. Although the level of both phosphorylations site 
is quite variable among leukemic samples, we have shown that the level of Thr 308 phosphorylation status 
is significantly correlated with an adverse prognosis (patients sharing a high risk and complex 
cytogenetics). In a molecular point of view, the high level of p-Thr 308 phosphorylation was not due to PH 
domain mutations of Akt, nor to underexpression and/ or phosphorylation of the negative regulator PTEN, 
but correlated with a decrease of the PP2A activity. In addition, we observed that a new allosteric 
pharmacological Akt inhibitor, Akti-1/2, inhibits proliferation, clonogenic properties and induces apoptosis 
in high risk cytogenetics patients, suggesting that Akt may represent a new potential therapeutic target in 
the treatment of this AML sub-group. Finally, we have studied the effect of Dasatinib, a new Bcr-Abl, 
SFKs and c-Kit inhibitor, in Core Binding Factor (CBF) leukemia. CBF AML is a two steps 
leukemogenesis model characterized by translocations involving transcription factors and elevated 
frequence of c-Kit mutations associated with poor prognosis. We have shown that Dasatinib efficiently 
inhibits the high level of global tyrosine phosphorylation in primary cells and in CBF AML leukemia cell 
line Kasumi-1. In addtion, weak doses of this compound, ineffecient against SFKs, inhibit proliferation, c-
Kit dependent signalling and clonogenic properties of the Kasumi-1 cell line. Finally, after adhesion of 
Kasumi-1 cells on fibronectin matrix, we have demonstrated that Dasatinib inhibits daunorubicin drug 
resistance. Overall, all these results underline the essential role of Lyn kinase in AML biology, opening 
new therapeutical perspectives via the pharmacological targeting of Lyn, of the PI3K/Akt pathway in high 
risk cytogenetics and also c-Kit receptor in CBF AML. 
